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 Diabetes melito tipo 2 (DMT2) é uma doença multifatorial de alta prevalência na 
população mundial. Nos últimos anos, pesquisas tem sugerido que a mucosa intestinal 
desempenha um papel na patogênese dessa doença. Esta tese de Doutorado tem como 
objetivo investigar o envolvimento da barreira epitelial intestinal mediada pelas junções de 
oclusão (JO) na evolução do diabetes tipo 2. Entre os objetivos específicos estão: 1) investigar 
uma possível correspondência entre o aparecimento das alterações metabólicas em 
camundongos até o estabelecimento do pré-diabetes, induzido com dieta hiperlipídica (HFD) 
por 15, 30, ou 60 dias (15d, 30d e 60d, respectivamente) e alterações funcionais e estruturais 
da barreira epitelial intestinal mediada pelas JO nesses animais; 2) verificar o efeito in vitro da 
exposição ao conteúdo intestinal coletado de animais controle e pré-diabéticos sobre a função 
de barreira epitelial paracelular em linhagens celulares, Caco-2 e MDCK; e 3) analisar o efeito 
de ácidos graxos (ácido palmítico, oleico e linoleico) (um dos principais componentes da HFD) 
sobre as JO em células Caco-2. As análises bioquímicas séricas e de ganho ponderal dos 
animais indicaram que a HFD induz alterações metabólicas em um curto período de 30d que se 
agravam até o estabelecimento do pré-diabetes aos 60d de tratamento. As análises de 
conteúdo juncional/distribuição (por imunofluorescência) e de conteúdo celular (por Western 
Blot) de proteínas da JO (claudinas (Cld) -1, -2, -3, ocludina e ZO-1) no epitélio intestinal do íleo 
e cólon mostraram alterações da estrutura das JO somente após a instalação do quadro de 
pré-diabetes aos 60d, mas não em períodos anteriores (15d e 30d). Entretanto, tais alterações 
estruturais não repercutiram na função de barreira do epitélio intestinal, como avaliado pelo 
traçador da via paracelular, dextran-FITC. As células Caco-2 e MDCK foram expostas ao 
conteúdo luminal de animais pré-diabéticos (alimentados com HFD por 60d) para análise do 
seu efeito sobre a barreira epitelial in vitro. O conteúdo luminal do intestino delgado de 
animais controle (Ctrl-SI) e pré-diabéticos (HFD-SI) induziram diminuição na resistência elétrica 
transepitelial (TEER) e aumento da permeabilidade paracelular ao marcador Phenol red nas 
linhagens Caco-2 e MDCK em apenas 6h e 4h de exposição, respectivamente. Essas alterações, 
indicativas de quebra da barreira epitelial, foram acompanhadas de diminuição no conteúdo 
juncional das proteínas Cld-1, -2, ocludina e ZO-1, sendo que HFD-SI induziu maior diminuição 
em relação ao Ctrl-SI, com efeito mais marcante observado em MDCK em comparação à Caco-
2. O conteúdo luminal do intestino grosso dos animais controle (Ctrl-LI) e pré-diabéticos (HFD-
LI) não alterou a TEER, porém induziu aumento da permeabilidade paracelular após 24h 
associado com diminuição de ZO-1 (no caso do HFD-LI) em Caco-2, e alterações na distribuição 
juncional das proteínas Cld-1, -2, ocludina e ZO-1, no caso da MDCK, sendo essas alterações 
mais pronunciadas após exposição ao HFD-LI. No que diz respeito aos ácidos graxos palmítico 
(AP), oleico (AO) e linoleico (AL), não foram observadas alterações significativas na TEER e 
permeabilidade paracelular em Caco-2. Entretanto, a exposição ao AP e AL induziu aumento de 
Cld-1 e ZO-1 na região intercelular em monocamadas submetidas a esses ácidos graxos em 
relação ao controle, enquanto o AO induziu diminuição do conteúdo intercelular de ocludina e 
ZO-1 em Caco-2. Em conclusão, a exposição à dieta hiperlipídica induz alterações estruturais, 
mas não funcionais (como avaliado pela permeabilidade ao traçador dextran-FITC), da barreira 
epitelial intestinal mediada pelas JO em camundongo. Tais alterações estruturais das JO foram 
observadas somente após estabelecimento do estado de pré-diabetes, e não anteriormente a 
esse, sugerindo que a quebra da barreira epitelial intestinal não parece desempenhar um 
papel crucial no desencadeamento, mas possivelmente afete a evolução/agravamento do 
DMT2. O conteúdo luminal, particularmente do intestino delgado dos animais pré-diabéticos, 
exibem efeitos deletérios intensos sobre a barreira epitelial in vitro, especialmente na 
linhagem MDCK em comparação à Caco-2, e em relação àqueles observados in vivo. Por fim, os 
ácidos graxos livres presentes na HFD, de forma isolada, não contribuem para as alterações 





 Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a multifactorial disease in which prevalence has 
increased steadily over the last decades. Recently it has been suggested that the intestinal 
mucosa plays a role in the pathogenesis of T2DM. The aim of this Ph.D. thesis was to 
investigate a possible link between the tight junction (TJ)-mediated intestinal epithelial barrier 
and T2DM development. Therefore, specific objectives were as follows: 1) to investigate the 
functional and structural alterations of the TJ-mediated intestinal epithelial barrier during the 
development of T2DM in mice fed a high-fat diet (HFD) for 15, 30, and 60 days; 2) to evaluate 
the in vitro effect of intestinal content (harvested from healthy and pre-diabetic mice) upon 
the paracellular barrier integrity in Caco-2 and MDCK cell lines; and 3) to assess the effect of 
free fatty acids (FFA) on TJ-mediated epithelial barrier in Caco-2 cells. Mice fed a HFD for 30d 
displayed metabolic changes that evolved to pre-diabetes after 60d. Analysis of the ileum and 
colon epithelium showed changes in the junctional content/distribution and/or cellular 
expression of TJ-associated proteins (claudins (Cld) -1, -2, -3, occludin, and ZO-1) only after 
pre-diabetes onset (at 60d). However, these structural changes were subtle and did not lead to 
significant changes in intestinal epithelial paracellular permeability (as assessed by the tracer 
FITC-dextran). Then, luminal contents from healthy mice and from prediabetic ones (fed a HFD 
for 60d) were added to Caco-2 and MDCK monolayers in order to investigate their effect on 
the epithelial barrier in vitro. Exposure to small intestine luminal content (SI) isolated from 
HFD-fed prediabetic mice induced a more significant decrease in transepithelial electrical 
resistance (TEER), associated with higher paracellular flux in Caco-2 and MDCK cells, after 6h 
and 4h respectively, as compared to the SI from control mice. Such changes were accompanied 
by significant decrease in the TJ content of claudins, occludin, and ZO-1, indicative of 
disruption of the TJ barrier. Meanwhile, large intestine luminal content from control (Ctrl-LI) 
and pre-diabetic (HFD-LI) mice did not change TEER significantly, however, paracellular flux 
was significantly increased after 24h, accompanied by a decrease in ZO-1 (after HFD-LI 
exposure) in Caco-2 and significant changes in the junctional distribution of claudin-1, -2, 
occludin and ZO-1 proteins in MDCK, particularly after HFD-LI exposure. Regarding the 
exposure to FFA, palmitic (PA), oleic (OA), and linoleic acid (LA) did not induced significant 
changes in TEER or in paracellular permeability to markers in Caco-2 monolayers. 
Nevertheless, PA and LA exposure induced an increase in Cld-1 and ZO-1, while OA induced a 
decrease of occludin and ZO-1 at the intercellular site in Caco-2 monolayers. In conclusion, 
HFD intake induces metabolic changes leading to development of pre-diabetes after 60d, 
however, the TJ-mediated intestinal epithelial barrier does not seem to play a central role in 
the early stages of T2DM. HFD exposure alters luminal components of the intestinal content 
that, in turn, induce marked impairment of the TJ structure and function in vitro. In addition, 
isolated free fatty acids do not seem to be the element contributing to such changes in 
epithelial barrier integrity. 
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INTRODUÇÃO AO TEMA DA TESE 
 
1 – Patogênese do Diabetes Melito e o possível papel do trato intestinal 
 O diabetes melito é uma doenças endócrino-metabólicas de alta prevalência 
mundial, com uma estimativa de mais de 400 milhões de adultos afetados 1, e 
caracterizada pela incapacidade do organismo em captar a glicose livre na corrente 
sanguínea. O diabetes é classificado em dois tipos principais, os quais se distinguem 
pela sua patogênese, seja pela ausência de secreção da insulina pelas células beta das 
ilhotas pancreáticas (diabetes tipo 1 - DMT1) ou pela insensibilidade à insulina em seus 
tecidos alvos (resistência periférica à insulina) (diabetes tipo 2 - DMT2). O DMT1 é uma 
doença autoimune desencadeada em indivíduos geneticamente predispostos quando 
expostos a fatores ambientais, tais como infecções virais, componentes da dieta, 
poluentes, entre outros 2. O DMT1 geralmente inicia-se durante a infância ou pré-
adolescência, onde as células beta são atacadas pelo sistema imune, levando à morte 
dessas células com consequente interrupção na produção e secreção de insulina e, 
assim, instala-se um quadro de hiperglicemia crônica, o qual é revertido apenas com 
administração de insulina exógena 2,3. Já o DMT2, que corresponde a mais de 90% dos 
casos de diabetes, geralmente inicia-se na vida adulta e seus fatores de risco são, 
principalmente, sobrepeso e obesidade, além do sedentarismo associado a maus 
hábitos alimentares (alto consumo de ácidos graxos saturados, gorduras totais e 
consumo inadequado de fibra alimentar) 1. Por isso, uma das formas de controlar o 
DMT2 em indivíduos obesos inclui reeducação alimentar, exercícios físicos e 
medicamentos, com resultante manutenção de uma normoglicemia em longo prazo. 
 O DMT2 é inicialmente caracterizado por resistência periférica à insulina, onde 
os principais tecidos alvos da ação desse hormônio (músculo, fígado e tecido adiposo) 
não respondem adequadamente à sua sinalização. A alta concentração plasmática de 
ácidos graxos livres, citocinas, adipocitocinas e estresse de retículo podem ativar vias 




substrato do receptor da insulina (IRS-1) reduzindo a funcionalidade dessa   proteína 4. 
Na fase inicial do DMT2, o estado de hiperglicemia moderada pode ser parcialmente 
compensado por hiperplasia das células beta pancreáticas e aumento da secreção de 
insulina pelo pâncreas endócrino 5. Em fases mais avançadas da doença, ocorre 
diminuição da massa e comprometimento da função secretora das células beta, e, 
assim como o DMT1, é necessária a reposição hormonal com insulina 6,7. 
Devido à sua grande prevalência, a patogênese do DMT2 tem sido amplamente 
estudada, particularmente os mecanismos celulares envolvidos na resistência 
periférica à insulina e na disfunção secretora da célula beta pancreática 4,8. Mais 
recentemente, estudos clínicos têm sugerido um envolvimento intestinal na evolução 
do DMT2 9–12. Foi observado em pacientes com obesidade mórbida, que se 
submeteram à cirurgia bariátrica bypass Roux-en-Y (com exclusão do duodeno e jejuno 
proximal da rota absortiva do alimento), uma melhora no quadro de DMT2, que se 
manteve mesmo após quatorze anos da cirurgia. Além disso, antes de perda 
significativa de peso decorrente do procedimento cirúrgico, administração de insulina 
exógena já não era mais necessária para tais pacientes 11. Em outro tipo de cirurgia 
bariátrica em obesos mórbidos, chamada de desvio biliopancreático (com ligamento 
do íleo diretamente ao estômago), Polyzogopoulou et al. 13 observaram, além de perda 
de peso e normalização da glicemia, sensibilidade normal à insulina e o 
restabelecimento de resposta precisa da células beta à glicose. Segundo Pories et al. 
(1995), o principal motivo para o controle do diabetes nesses pacientes após cirurgia 
seria o menor aporte calórico resultante da retirada de segmentos do intestino 
delgado. Entretanto, foi sugerido que a causa da melhora no quadro clínico pode ter 
sido também resultado da retirada dos segmentos intestinais onde a barreira intestinal 
apresenta maiores danos. Segundo essa hipótese, ao retirar tais segmentos intestinais 
mais afetados, que mostram uma barreira intestinal marcadamente comprometida, 
estaria reduzida a superfície de passagem de grandes quantidades de 
lipopolissacarides (LPS) (produzidos pela microbiota modificada), diminuindo a 
inflamação sistêmica e resultando em diminuição da resistência periférica à insulina e 




Trabalhos experimentais, utilizando modelo animal de DMT2, corroboram essa 
hipótese. Foi demonstrado que a ingestão de dieta hiperlipídica induz mudanças na 
microbiota luminal e facilita a entrada de LPS, aumentando os níveis plasmáticos desse 
componente, e levando à endotoxemia em roedores 14,16,17. Além do estado 
inflamatório promovido pelo LPS, no contexto da obesidade, ocorre grande infiltração 
de macrófagos no tecido adiposo, resultando em liberação de citocinas pró-
inflamatórias 18,19. Dentre essas citocinas, TNF- inibe a cascata de sinalização do 
receptor de insulina, e consequentemente sua ação na célula, contribuindo para o 
estabelecimento da resistência periférica à insulina, evento chave no desenvolvimento 
do diabetes 18.  
 Dessa forma, os estudos citados acima mostram a relação entre trato intestinal 
e o metabolismo de carboidratos, a qual, possivelmente poderia estar envolvida na 
fisiopatologia do DMT2. 
 
2 – Barreira intestinal 
 
O trato intestinal é revestido por células epiteliais por toda a sua extensão, as 
quais separam o conteúdo luminal e o meio interno do organismo. Ademais, muco, 
imunoglobulinas e agentes antimicrobianos estão associados a esse epitélio, evitando 
a entrada de agentes infecciosos. Ao conjunto desses componentes dá-se o nome de 
barreira intestinal 9,20.  
O intestino é um órgão tubular oco, dividido em duas grandes regiões, delgado 
e grosso, cuja principal função é finalizar a digestão dos alimentos e promover a 
absorção de nutrientes, água e eletrólitos. O intestino delgado é subdividido em três 
regiões: duodeno, jejuno e íleo. Do ponto de vista histológico, a estrutura geral desses 
segmentos é similar, onde a túnica mucosa projeta-se em direção a luz do intestino, 
formando as vilosidades intestinais, que aumentam a área de superfície intestinal 21–23 
(Figura 1.1). Entre as vilosidades, abrem-se as criptas ou glândulas intestinais 
classificadas morfologicamente como glândulas tubulares simples. O intestino grosso, 




do intestino é caracterizada pela ausência de vilosidades, as células absortivas 
apresentam microvilosidades curtas e irregulares, as criptas intestinais são maiores, 
com numerosas células caliciformes e relativamente poucas células enteroendócrinas 
(Figura 1.1). Enquanto o intestino delgado tem como principal função a absorção de 
nutrientes, o intestino grosso está adaptado para absorção de água e eletrólitos, 
fermentação do quilo, formação das fezes e produção de muco 22,23.  
A mucosa intestinal é revestida por epitélio simples colunar com borda estriada 
e apresenta 5 tipos celulares: 1) célula absortiva ou enterócito, 2) célula caliciforme,   
3) célula enteroendócrina, 4) célula de Paneth e 5) célula tronco. O enterócito, ao 
microscópio de luz, aparece como uma célula de formato colunar alta, contendo um 
núcleo elíptico na região basal e projeções da superfície apical denominadas 
microvilosidades, as quais coletivamente formam a borda estriada. Esse tipo celular 
tem como função primordial a absorção de nutrientes que advém da digestão dos 
alimentos, dessa forma apresentam diversas enzimas (oligossacaridases, 
dissacaridases, peptidases), frequentemente associadas ao glicocálix, que metabolizam 
carboidratos a monossacarídeos, proteínas/polipeptídeos a pequenos peptídeos ou 
aminoácidos para absorção/captação celular. As células caliciformes estão intercaladas 
aos enterócitos, com sua morfologia característica (formato em cálice); secretam em 
grandes quantidades, glicoproteínas da família das mucinas, as quais são liberadas na 
superfície do epitélio para formar o muco, cuja função é proteger e lubrificar a parede 
interna do intestino. As células enteroendócrinas produzem fatores parácrinos e 
endócrinos que controlam várias funções do sistema gastrointestinal. Entre as células 
enteroendócrinas, as células K e L participam da sinalização que regula o metabolismo 
de glicose, através da secreção do peptídeo insulinotrópico dependente de glicose 
(GIP, do inglês, glucose-dependent insulinotropic peptide), e do peptídeo semelhante 
ao glucagon-1 (GLP-1, do inglês, glucagon-like peptide), respectivamente 24. Ambos os 
hormônios, também chamados de incretinas, potencializam a secreção de insulina em 
resposta à ingestão de carboidratos e gordura, portanto, estão envolvidos na 
sinalização entre intestino e células beta pancreáticas (ou eixo entero-insular). As 
células de Paneth, por sua vez, produzem diversos agentes bacteriostáticos e 




os microrganismos comensais localizados no lúmen intestinal. As células tronco, por 
divisão mitótica, fazem o reparo do epitélio intestinal, podendo se diferenciar em 
enterócitos, células caliciformes, células enteroendócrinas ou células de Paneth. As 
células enteroendócrinas, células de Paneth e células tronco estão restritas à 
cripta/glândula intestinal, enquanto os enterócitos e células caliciformes estão 
presentes por toda a mucosa intestinal 21–23. 
 
Figura 1.1 - Fotomicrografia do intestino delgado e grosso corados em HE. Em "a" é 
apresentado corte transversal do segmento íleo do intestino delgado de camundongo, 
enquanto a imagem "b" evidencia uma região da vilosidade. A imagem "c" mostra um corte 
transversal do intestino grosso (cólon) de camundongo e "d" exibe, em maior detalhe, o 
epitélio de revestimento e uma glândula intestinal na região do cólon. O pontilhado vermelho 
destaca a luz das glândulas intestinais; o preto, uma vilosidade; o azul mostra o enterócito; e o 




O trato gastrointestinal está em contato direto com uma enorme quantidade 
de microrganismos e antígenos provenientes da alimentação ou ingeridos, assim faz-se 
necessária a presença de células do sistema imune ao longo de toda a sua extensão, 
para a organização de uma resposta imunitária. Subjacente ao epitélio intestinal, na 
lâmina própria, há a presença de agregados linfocitários e nódulos linfáticos formando 
o GALT (do inglês Gut-associated lymphoid tissue). Na região do íleo, ocorre agregação 
desses nódulos formando uma estrutura macroscópica caracterizada como uma 
protuberância na superfície do intestino, denominada placa de Peyer. O epitélio 
intestinal que recobre as placas de Peyer contém as células M (ou células microfold), 
especializadas em fagocitar antígenos presentes no conteúdo luminal e expô-los às 
células dendríticas, linfócitos B e T e macrofágos que estão associados ao seu lado 
basolateral 22,23,25. O intestino grosso apresenta grande quantidade de células linfóides 
e GALT em sua lâmina própria, uma vez que essa é a região onde se concentram os 
microrganismos presentes no intestino. O desenvolvimento do GALT inicia-se com a 
colonização do intestino pela microbiota intestinal logo após o nascimento, sendo 
estimulado a reconhecer estruturas microbianas conservadas e promover tolerância, 
inflamação ou resposta imune específica contra esses microrganismos 26.  
Além do sistema imune associado à mucosa, o tecido epitelial intestinal 
participa de forma ativa na proteção da mucosa, secretando componentes que limitam 
o contato e adesão de microrganismos às células desse epitélio e inibe a entrada 
desses agentes no meio interno. Secretado pelas células caliciformes, o muco tem a 
função de proteger o epitélio dessa adesão de microrganismos, dos efeitos deletérios 
do ácido gástrico e enzimas bem como da abrasão do trânsito do bolo alimentar. O 
muco é composto pelas mucinas que, devido à sua glicosilação acentuada, apresentam 
alta capacidade de reter água; assim, quando secretadas formam uma camada em    
gel 27. No intestino delgado, região onde ocorre intensa absorção de nutrientes, o 
muco forma uma camada descontínua, enquanto que, no intestino grosso, forma uma 
bicamada de muco 27,28. As mucinas da camada interna apresentam uma forma mais 
compacta, estão aderidas aos enterócitos e, à medida que ocorre sua expansão, 
passam a formar a segunda camada de muco, a qual é destacável e habitada pelas 




formam gel, embora também atuem na proteção do epitélio, como as mucinas MUC3, 
MUC12 e MUC17 que fazem parte do glicocálix, associam-se a proteínas com domínio 
PDZ (que atuam na organização da região apical celular) e podem participar na 
transmissão de sinal a partir da superfície celular 29. No intestino, MUC2 é a mucina 
formadora de gel mais abundante e apresenta-se alterada nas doenças inflamatórias 
intestinais. Na colite ulcerativa (UC), há menor quantidade de MUC2 30, enquanto, na 
doença de Crohn (CD), a camada de muco apresenta-se mais espessa 31 devido ao 
aumento no número de células caliciformes que acompanha essa doença, o que não 
acontece na UC 32. Ainda, microrganismos conseguem penetrar a camada interna de 
muco do intestino grosso na UC, alcançando o epitélio e contribuindo para o 
agravamento dessa doença 33. 
Na base das criptas intestinais do intestino delgado, as células de Paneth têm 
como principal função secretar os peptídeos antimicrobianos α-defensinas, além de 
produzir os outros agentes bactericidas, como a lisozima C e fosfolipase A2 34. As         
α-defensinas (HD5 e HD6) são peptídeos pequenos, ricos em resíduos catiônicos e 
hidrofóbicos, exclusivamente secretados pelas células de Paneth nas criptas intestinais 
e que se difundem até alcançar a camada de muco, onde participam da barreira 
antimicrobiana da mucosa intestinal 35. Componentes da parede de microrganismos 
(LPS e ácido lipoteicóico) e mediadores pró-inflamatórios (IFN-γ e IL-13), os quais estão 
aumentados em doenças intestinais e metabólicas 14,17,36–38, podem induzir a 
degranulação das células de Paneth, com a liberação de seus produtos de secreção. 
Além do muco, dos fatores anti-microbianos e de anticorpos secretados, o 
epitélio per se constitui um componente importante da barreira intestinal. As células 
epiteliais estão firmemente aderidas umas às outras e a componentes da lâmina basal 
através de especializações da membrana plasmática denominadas junções celulares. A 
estrutura do epitélio, mantida por essas junções, permite a formação de uma camada 
contínua de células que reveste toda a superfície luminal do intestino, constituindo 
uma barreira física que delimita o meio externo do meio interno. O comprometimento 
do epitélio intestinal, envolvendo morte celular ou destacamento das suas células, tem 
sido descrito em casos de processos inflamatórios locais e de algumas doenças de 




epitélio resulta em áreas desnudas da mucosa intestinal que constituem um local de 
entrada de microrganismos e toxinas para o meio interno, agravando o estado 
inflamatório e podendo desencadear disfunções sistêmicas 17,38. 
 
3 -Junção de oclusão e determinação da barreira epitelial paracelular intestinal 
 
Em organismos multicelulares, todas as células (com exceção das células livres 
do sangue e dos espermatozóides) interagem e aderem entre si e/ou com 
componentes da matriz extracelular para formar a estrutura tridimensional dos tecidos 
e órgãos 40. Tais interações célula-célula e célula-matriz são mediadas por 
especializações da membrana plasmática denominadas junções celulares, cujas 
funções vão além de permitir contato celular e comunicação intercelular, 
possibilitando inclusive processos tais como: reconhecimento, diferenciação, 
proliferação e morte celular 41–43. 
As junções celulares são particularmente bem desenvolvidas nos epitélios de 
revestimento, pois são determinantes para a manutenção da estrutura desse tecido e, 
portanto, da sua função de barreira. Dentre todos os subtipos de junções celulares, as 
junções de oclusão (JO) (também conhecidas como tight junctions ou zonula 
occludens) constituem o sítio da barreira epitelial paracelular, que regula o transporte 
de íons e pequenas moléculas através do espaço intercelular. Um dos primeiros 
trabalhos sobre a ultraestrutura de junções intercelulares no epitélio intestinal foi feito 
por Farquhar & Palade 44, que descreveram a JO como o elemento mais apical do 
complexo juncional (formado também pelas junções aderentes e desmossomos), em 
que as membranas laterais de células vizinhas aparentemente se fundem, fechando o 
espaço intercelular. Mais tarde, a partir de análise por criofratura, foi observado que a 
estrutura interna das JOs é formada por uma rede complexa de cordões que envolve 
toda a periferia da célula (Figura 1.2) 45. Esses cordões, denominados cordões de 
vedação, são formados por pequenas partículas arranjadas continuamente em forma 
de dímeros, com diâmetros de 5 a 10 nm 46. Inicialmente foi proposta uma correlação 




epitélio, ou seja, quanto maior o número de cordões, maior a resistência elétrica 
transepitelial 47. Entretanto, essa premissa não é verdadeira em todos os casos; por 
exemplo, foi observado que o segmento do íleo de coelho apresenta maior 
condutância em relação à bexiga urinária de sapos, embora a quantidade de cordões 
de JO em ambos tecidos seja bem parecida, sugerindo assim que a permeabilidade 
paracelular a íons é controlada pela composição molecular dos cordões em detrimento 
de sua complexidade 48.  
 A JO tem como função formar uma barreira seletiva no epitélio de 
revestimento, incluindo o intestinal, permitindo a passagem limitada desde íons até 
pequenas proteínas (4Å de diâmetro) segundo o seu gradiente de concentração (ou 
seja, por difusão passiva) 49. Para tal, essas junções apresentam uma variedade de 
proteínas transmembranas altamente reguláveis que são classificadas em três famílias:                 
1) a família das claudinas (Cld), 2) as TAMPs (do inglês, tight junction-associated 
Marvel proteins), e as 3) JAMs (do inglês, Junctional adhesion molecules). A Tabela I 
mostra a função de algumas dessas proteínas na barreira epitelial. 
 
Figura 1.2 – Organização das proteínas integrais de membrana que formam a junção de 
oclusão (JO). As JO formam diversos cordões de vedação na região subapical celular, que 
atuam na manutenção da polaridade e coesão celular, além de limitar a permeabilidade 





Tabela I. Exemplo de proteínas associadas a junção de oclusão e sua função de                
barreira 41,48,50,51  











Seletivas a cátions Cld-10b 24,5 
Cld-15 24,4 
Cld-10a 24,2 








Cld-12 27,1 Canal de cálcio 







 Em mamíferos, são expressas 27 isoformas de claudinas (Cld), variando entre 
20 a 34kDa e distribuídas de forma órgão-específico. No trato gastrointestinal, estão 
presentes as claudinas 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 12, 14, 15 e 18 50, prevalecendo a presença de 
claudinas associadas a uma barreira mais permeável a íons no intestino delgado (Cld-2 
e -12), enquanto o intestino grosso apresenta maior quantidade de claudinas que 
formam uma barreira mais efetiva, principalmente a moléculas (Cld-1, -3 e -5) 52. A 
estrutura molecular das claudinas consiste em quatro domínios transmembrana, onde 
as regiões N- e Carbox-terminal estão no citoplasma das células, formando dois loops 
extracelulares (ECL1 e ECL2) e um intracelular (Figura 1.3) 53. O ECL1 participa na 
formação do canal paracelular determinando a seletividade da junção, enquanto o 




das claudinas apresentam uma grande heterogeneidade entre si na cauda carboxi-
terminal, diversificando suas regiões de fosforilação e contribuindo assim para as 
diferenças funcionais observadas entre suas isoformas 55. Ainda, a grande maioria das 
claudinas (exceto Cld-11, -12, -13 e -16) exibe uma sequência de tirosina-valina nessa 
cauda, atuando como uma região de interação com domínio PDZ classe I 55,56 
encontrado em diversas proteínas citoplasmáticas que fazem a ponte entre as 
claudinas e os filamentos de actina do anel perijuncional, sendo a principal delas a   
ZO-1 57.  
A permeabilidade paracelular de um epitélio é mediada pelo repertório das 
isoformas de claudinas presentes nos cordões da JO. Como mostrado na Tabela I, as 
Cld-1 e -3 participam na formação de barreira paracelular a íons e moléculas, enquanto 
a Cld-2 é formadora de poro seletivo a cátions e pequenas moléculas não carregadas, 
além de atuar como um canal para passagem de água 58. A expressão de uma isoforma 
de claudina pode influenciar na função de outros membros dessa família, alterando a 
permeabilidade paracelular do epitélio. Angelow et al. 59 induziram a expressão de  
Cld-8 na linhagem epitelial MDCK II, caracterizada pela expressão de Cld-2 e baixa 
resistência transepitelial. Esse estudo mostrou que a Cld-8 deslocou a Cld-2 da região 
da JO e se inseriu no local antes ocupado por essa proteína, levando ao aumento na 
função de barreira nas células MDCK II. Ainda, baseado no levantamento de trabalhos 
mostrando que a expressão de Cld-4 aumenta a função de barreira apenas em 
monocamadas que expressam Cld-2, e em observações de Angelow et al. 59, France & 
Turner 28 sugerem que as claudinas formadoras de barreira reduzem a permeabilidade 








Figura 1.3 - Esquema representativo da estrutura bioquímica de três classes de proteínas 
transmembranas que formam a junção de oclusão. ECL - loop extracelular; MPT - região de 
modificações pós-traducionais; dPDZ - domínio PDZ. Modificado de Garcia-Hernandez et al 60 e 
Torres-Flores & Arias 61. 
Outro mecanismo que contribui para permeabilidade/seletividade dos cordões 
da JO é a interação claudina-claudina que pode ocorrer de quatro formas:                     
1) homotípica cis, 2) homotípica trans, 3) heterotípica cis e 4) heterotípica trans. As 
interações homotípicas ocorrem entre duas claudinas da mesma isoforma, enquanto 
as interações heterotípicas envolvem isoformas diferentes. Se a associação ocorre 
entre claudinas que estão em uma mesma célula, é chamada interação cis; ou trans no 
caso de células adjacentes 62–64. Essa interação entre isoformas diferentes de claudinas 
evidencia a complexidade no mecanismo de ajuste da barreira paracelular 
desempenhado por essas proteínas. 
 A família das proteínas TAMP é constituída pela ocludina, tricelulina e 
marvelD3. As TAMPs apresentam estrutura molecular parecida àquela das claudinas: 
quatro domínios transmembrana, dois loops extracelulares, um intracelular e as 
caudas N-amino e carboxi-terminal no citoplasma celular 50 (Figura 1.3). No início da 
década de 90, a ocludina foi a primeira proteína transmembrana da JO a ser 




GUK da ZO-1 66, que a conecta aos filamentos de actina. Embora essa proteína não seja 
necessária para a formação e manutenção da função de barreira epitelial, o 
knockdown da ocludina por siRNA no intestino e na linhagem celular intestinal Caco-2 
induz aumento do fluxo de macromoléculas como o dextran, sem alterar a resistência 
elétrica transepitelial do tecido 67. A função da ocludina na JO ainda é controverso, 
porém sabe-se que seu papel no aumento ou diminuição da permeabilidade está 
relacionado ao seu nível de fosforilação, o qual pode alterar a dinâmica da JO.    
Raleigh et al. 68 mostraram que a fosforilação da ocludina pela cinase CK2 aumenta a 
resistência elétrica transepitelial e diminui o fluxo paracelular a cátions, envolvendo as 
proteínas Cld-1, -2 e ZO-1 nesse processo. 
 Os cordões da JO se associam lateralmente entre duas células adjacentes, 
entretanto, esses cordões se apresentam de forma descontínua no ponto de contato 
entre três células e se estendem basolateralmente; assim, formando uma estrutura 
tubular que poderia ser um ponto de fragilidade da junção (Figura 1.2) 69.        
Ikenouchi et al. 69 identificaram uma proteína que se concentra verticalmente nesse 
ponto de junção entre três células, denominando-a de tricelulina. A tricelulina (ou 
marvelD2) está envolvida no reforço da barreira paracelular na junção tricelular 70, 
embora também foi observada sua presença nas junções bicelulares após knockdown 
de ocludina em cultura celular 71. MarvelD3, o último membro da família das TAMPs a 
ser identificado72, não é determinante na formação da barreira. No entanto, em caso 
de perda da ocludina e tricelulina, a marvelD3 pode compensar parcialmente a função 
exercida pelas outras TAMPs na junção 73. Finalmente, não se sabe ao certo como a 
tricelulina e marvelD3 se associam ao citoesqueleto, porém é conhecido que a 
tricelulina se liga à ZO-1, embora o seu sítio de ligação, o qual não se localiza no 
domínio GUK, ainda não tenha sido identificado. A marvelD3, por sua vez, não se liga 
diretamente a ZO-1, contudo foi evidenciada a sua associação com a ocludina e 
tricelulina 48,73.  
A família das proteínas JAMs é composta pelas glicoproteínas da superfamília 
das imunoglobulinas, JAM-A, JAM-B, JAM-C, JAM-4, JAM-like, entre outras 74. Ao 
contrário das claudinas e TAMPs, essas proteínas apresentam apenas um segmento 




extracelular formando dois loops Imunoglobulina-like 61,74 (Figura 1.3). JAM-A participa 
da transmigração de leucócitos e no reforço da função de barreira no intestino como 
observado em estudo empregando camundongos knockout para essa proteína 75. As 
JAMs exibem, na cauda carboxi-terminal, uma região de interação com o domínio PDZ 
classe II, que as conectam com as proteínas do complexo proteico intracelular 
associado aos filamentos de actina 61,74. 
Diversas proteínas citoplasmáticas estão concentradas nesse complexo 
proteico localizado na região citoplasmática da JO, formando a placa juncional de 
oclusão. As proteínas, presentes nessa estrutura, formam um arcabouço que faz a 
ligação entre as proteínas integrais de membrana da JO com os filamentos de actina 
formadores do anel perijuncional de actina, o qual envolve toda a periferia da célula. 
Estas proteínas da placa, chamadas de MAGUK (do inglês, membrane-associated 
guanylate kinase), apresentam 3 subdomínios em comum: 1) o subdomínio PDZ, que 
tem função na ancoragem de proteínas transmembranas, 2) o subdomínio SH3 e 3) o 
subdomínio GUK, os quais se associam a diversas proteínas intracelulares 56,76. Entre as 
proteínas MAGUK, destaca-se a ZO-1 (do inglês, Zonula Occludens 1), que apresenta 3 
subdomínios PDZ e se liga diretamente às claudinas, à ocludina e às JAMs. Além disso, 
as proteínas ZO-2, ZO-3, AF-6/Afadin, cingulin, 7H6 antigen, PKC, simplequina, entre 
outras, também participam no processo de ancoragem e estabilização da placa 
juncional de oclusão ao citoesqueleto 40,56,57,77.  
A estrutura molecular da JO é essencial para a manutenção da função de 
barreira epitelial, porém essa junção não é uma estrutura estática. Shen & Turner 78 
mostraram que, embora Cld-1 seja mais estável, ocludina e ZO-1 apresentam um 
comportamento bem dinâmico dentro da estrutura da JO, evidenciando que a junção 
está em constante processo de remodelação em condições normais. A formação, a 
manutenção e a ruptura dos cordões da JO podem ocorrer em diferentes condições 
fisiológicas ou patológicas. Modificações pós-traducionais como fosforilação, 
palmitoilação e ubiquitinização podem definir a reciclagem ou degradação de 
proteínas estruturais da JO, modulando o grau de permeabilidade e seletividade da 
barreira paracelular 79. Os locais de fosforilação nas claudinas variam de acordo com o 




10 regiões de fosforilação, enquanto a Cld-13 tem apenas 3 80. Diversas vias de 
sinalização modificam o grau de fosforilação e/ou a expressão celular das proteínas da 
JO, induzindo alteração da permeabilidade paracelular. A via Rho/ROCK pode fosforilar 
diretamente a claudina e a ocludina diminuindo a função de barreira 62. Ainda, a 
ativação de ROCK e da proteína cinase C zeta pode modular a JO através da 
fosforilação da cadeia leve de miosina (MLC), levando à contração do anel 
perijuncional de actina e consequente ruptura da barreira epitelial intestinal 81.  
As doenças intestinais inflamatórias (IBD), como a doença de Crohn e a colite 
ulcerativa, são caracterizadas por inflamação intestinal associada a um aumento da 
permeabilidade paracelular devido à desestruturação dos cordões de vedação da JO no 
epitélio intestinal 36. Em adição, pacientes com IBD apresentam diminuição na 
expressão de claudinas formadoras de barreira (Cld-1, -3, -4, -5, -7 e/ou -8) e 
concomitante aumento na expressão da Cld-2, formadora de poro, no intestino 82. Em 
concordância com esses dados, Prasad et al. 83 mostraram aumento significativo da 
expressão de Cld-2 e diminuição de Cld-3 e -4 no epitélio de criptas intestinais 
inflamadas de pacientes com IBD. Ainda, esses autores reportaram que a exposição a 
TNF, INF- ou IL-13, em células T-84 (modelo de barreira epitelial intestinal), induziu 
aumento significativo do fluxo paracelular de dextran-FITC, que foi associado com 
diminuição na expressão de Cld-2, -3 e redistribuição celular de Cld-4, no caso do 
tratamento com TNF e INF-; enquanto isso, a exposição a IL-13 resultou em 
aumento da expressão de Cld-2 nessa linhagem celular, sem alterar as Cld-3 e -4, 
indicando que esses mediadores inflamatórios alteram a estrutura da JO e a 
permeabilidade paracelular por diferentes mecanismos. Em seguida, outro grupo 84 
mostrou que a quebra da JO pelo TNF acontece pela contração do anel perijuncional 
de actina mediada pela cinase da cadeia leve de miosina (MLCK, do inglês myosin light-
chain kinase). 
A contaminação por microrganismos patogênicos, frequentemente veiculados 
por água e alimentos, também podem levar a um desarranjo da estrutura da JO 85–87. A 
enterotoxina produzida por Clostridium perfringens (CPE) tem grande afinidade pelas 
Cld-3, -4, -6, -7 e -9; ao se ligar no segundo loop extracelular dessas proteínas, CPE 




extracelular 85. Já o Vibrio cholerae produz diversas toxinas, das quais destaca-se a 
zonula occludeins toxin (Zot), que induz diminuição da resistência elétrica transepitelial 
e aumento de permeabilidade paracelular através da redistribuição de ZO-1, ocludina e 
reorganização do citoesqueleto levando à quebra da JO no epitélio intestinal 86. 
A caracterização e identificação da ZoT levou à descoberta de uma proteína 
humana análoga (e de origem endógena) a essa enterotoxina, chamada zonulina 88. A 
zonulina é o único modulador fisiológico da JO conhecido e sua secreção aumenta a 
permeabilidade intestinal 57. Os dois grandes ativadores de zonulina no intestino são 
bactérias e gliadina (proteína do glúten) 89 e seu nível está aumentado em doenças 
auto-imunes como a doença celíaca e diabetes tipo 1, além do diabetes tipo 2 9,90. 
Bactérias que compõem a microbiota intestinal desempenham um importante 
papel para o organismo que as hospedam, além de metabolizarem componentes 
alimentares que não foram digeridos, ainda secretam substâncias que são absorvidas 
pelo seu hospedeiro. Bäckhed et al.91 mostraram que camundongos com microbiota 
normal ingerindo uma quantidade menor de alimentos, apresentam um aumento de 
42% na gordura corporal em comparação a animais germ-free (animais livres de 
microrganismos associados). Ainda, esses camundongos germ-free, após receberem a 
microbiota de animais normais, exibiram aumento da gordura corporal e diminuição 
no consumo de alimento similar ao observado nos animais convencionais. Assim, esse 
estudo sugere que a microbiota desempenha um importante papel no que diz respeito 
à absorção e armazenamento de energia do alimento ingerido. 
O desequilíbrio da microbiota intestinal repercute de forma negativa ao 
organismo. Sabe-se que a dieta rica em lipídeos altera tal microbiota, favorecendo a 
colonização do intestino por bactérias gram-negativas, além de iniciar processo 
inflamatório de baixo grau local e sistêmico 92. Um estudo experimental utilizando 
camundongos ob/ob mostrou que a obesidade também favorece o aumento de 
bactérias gram-negativas da microbiota, que foi associado com aumento na 
permeabilidade intestinal e endotoxemia (condição caracterizada por um nível 
plasmático aumentado de lipopolissacarídeos (LPS)) 14. LPS são componentes do 




inflamatórias que podem, potencialmente, levar ao desenvolvimento de um quadro de 
resistência periférica à insulina 14. 
 
4 - Enunciado do problema a ser abordado na Tese 
Estudos recentes investigando os mecanismos envolvidos no desenvolvimento 
do diabetes melito têm destacado um possível papel do comprometimento da barreira 
epitelial intestinal, particularmente na patogênese do DMT1. Tem sido demonstrado 
que indíviduos diabéticos, além de níveis aumentados de zonulina 89,93, mostram 
alterações ultraestruturais das junções de oclusão no epitélio intestinal e 
permeabilidade intestinal aumentada 94. Essas observações clínicas têm sido apoiadas 
por evidências experimentais 95,96. Por exemplo, estudos em modelo animal de DMT1 
têm demonstrado um aumento significativo na permeabilidade intestinal associado 
com diminuição na expressão de Cld-1 e ocludina nas células epiteliais intestinais de 
ratos em estádios iniciais de DMT1 9,95. 
No que se refere à interrelação da função da barreira epitelial intestinal e o 
DMT2, os estudos são mais escassos e as evidências, principalmente clínicas. Além da 
melhora do quadro de DMT2 em pacientes obesos submetidos à cirurgia bariátrica   
by-pass mencionada anteriormente, Moreno-Navarrete et al. 97 demonstraram que o 
nível de zonulina circulante está aumentado em homens caucasianos com intolerância 
à glicose, obesidade e resistência à insulina. Ainda, em um estudo parecido,          
Zhang et al. 90 observaram aumento de zonulina sérica em indivíduos com DMT2, 
dislipidemia, inflamação e resistência à insulina, sugerindo um papel da zonulina na 
fisiopatologia do DMT2. 
Além disso, tem sido demonstrado que a ingestão de uma dieta rica em lipídeos 
está associada com disbiose (desequilíbrio populacional da microbiota), aumento da 
permeabilidade intestinal e endotoxemia que pode levar a resistência periférica à 
insulina resultando em hiperglicemia 14,17,98–100. Ainda, as alterações do ambiente 
luminal intestinal decorrentes da ingestão de dieta hiperlipídica (DH), tais como, maior 
secreção de ácidos biliares, altos níveis de ácidos graxos e diminuição da atividade da 




contato com o epitélio intestinal, também poderia contribuir para perturbação da 
barreira epitelial intestinal. Dessa forma, é possível que exista uma correlação entre a 
função da barreira epitelial intestinal desempenhada pelas JO e o estabelecimento do 
DMT2. Assim, a hipótese que a DH/modificações do ambiente intestinal alteram a JO, 
levando ao aumento da permeabilidade intestinal e consequente desencadeamento 
do DMT2, parece plausível. Entretanto, não há na literatura estudos que tenham tido 
como foco investigar a modulação da estrutura e função da junção de oclusão, o 
principal componente da barreira paracelular intestinal, no contexto do DMT2. Se o 
comprometimento da integridade das JO é um fator contribuinte para o 
desencadeamento ou, se esse é um efeito decorrente do processo de 
desenvolvimento do DMT2 é uma questão a ser respondida. O uso de modelo animal 
em diferentes fases do desenvolvimento do DMT2, bem como de modelo in vitro da 
barreira epitelial intestinal são estratégias que podem auxiliar na investigação de tal 
questionamento. 
 
5 - Objetivos e estratégias experimentais 
 O objetivo geral dessa Tese de Doutorado foi investigar o possível papel da 
barreira epitelial intestinal mediada pelas junções de oclusão no desenvolvimento do 
pré-diabetes tipo 2 experimental. 
Para tal foram utilizados modelos in vivo e in vitro. Como modelo in vivo, 
camundongos C57BL/6 foram alimentados com dieta hiperlipídica (DH) por diferentes 
períodos de tempo, a saber 15, 30 e 60 dias. Trabalhos anteriores do nosso grupo, 
utilizando esse modelo, demonstraram que animais alimentados com tal dieta por 60 
dias apresentam alterações metabólicas típicas do estado pré-diabético, o que não foi 
verificado com o tratamento menos prolongado (30 dias) 5,102–104. Com o intuito de se 
fazer uma caracterização metabólica dos animais nessas condições experimentais, os 
parâmetros de peso do animal, glicemia (em jejum e pós-prandial), resposta ao teste 
de tolerância à insulina (ITT), lipidemia e insulinemia (em jejum) foram avaliados.  
Como modelo in vitro de barreira epitelial intestinal, foi empregada a linhagem 




humano, tem sido extensivamente utilizada como um modelo de barreira epitelial 
intestinal em estudos sobre absorção/transporte de drogas/fármacos, em toxicologia, 
bem como sobre o modo de ação de várias substâncias e microrganismos patogênicos 
intestinais 105–107. Além disso, também foi empregada a linhagem MDCK, por sua vez, 
derivada de células tubulares renais e constituem uma das linhagens mais bem 
caracterizadas no que se refere à bioquímica e estrutura das JO e amplamente 
utilizadas como modelo de barreira epitelial em geral 107–109. Dessa forma, a linhagem 
MDCK foi empregada como um critério de comparação, verificando se a modulação de 
barreira epitelial nas condições a serem testadas ocorre apenas nas células intestinais 
ou se pode ser observada em outro tipo de linhagem celular, de outra origem, 
portanto caracterizando-se como um fenômeno geral. Para avaliação da função da 
barreira epitelial intestinal, nesses modelos foram empregados métodos 
eletrofisiológicos e bioquímicos. A avaliação da alteração na barreira epitelial é 
realizada através da medida da resistência elétrica transepitelial (Rt) 47,82. Para tal, 
foram utilizados eletrodos que passam uma corrente elétrica através do epitélio; 
assim, quanto maior a Rt, maior é o grau de vedação desempenhado pelas junções de 
oclusão 41. Para análise de fluxo transepitelial, foram utilizados marcadores 
transportados pela via paracelular, como o phenol red (ou fenol vermelho) e o dextran-
FITC 4kDa, que são amplamente empregados para tal finalidade 49,110. O aumento na 
permeabilidade transepitelial a esses solutos sugere um comprometimento da função 
da barreira paracelular, provavelmente com implicações estruturais e funcionais das 
junções de oclusão 111. Além disso, também foram empregados métodos morfológicos 
(imunofluorescência para localização celular/tecidual de proteínas da junção de 
oclusão), e de biologia molecular (Western Blot para determinar o conteúdo proteico 
das proteínas das JO).  
Com o emprego dessas estratégias experimentais, a presente tese teve como 
objetivos específicos: 
1. Investigar uma possível correspondência entre o aparecimento e o grau das 
alterações metabólicas nos camundongos pré-diabéticos, alimentados com a DH, e as 




2. Verificar o efeito in vitro da exposição ao conteúdo intestinal coletado de 
animais controles e pré-diabéticos sobre a função de barreira epitelial paracelular em 
monocamadas celulares das linhagens Caco-2 e MDCK; 
3. Investigar o efeito in vitro da exposição a ácidos graxos, um dos principais 
componentes da DH (a saber, o ácido palmítico, ácido oleico e o ácido linoleico), sobre 
a função de barreira epitelial paracelular em monocamadas celulares da linhagem 
Caco-2. 
O desenvolvimento deste trabalho pode trazer contribuições importantes no 
estudo dos mecanismos de regulação da barreira epitelial intestinal e sua repercussão 
na patogênese do DMT2, o que poderá abrir novos horizontes no tratamento e 
prevenção dessa doença metabólica e de outras relacionadas. 
 
6 - Estrutura dessa Tese 
 
 Os resultados dessa Tese estão apresentados em três capítulos independentes. 
O capítulo 2 mostra os resultados da análise da barreira epitelial intestinal durante o 
desenvolvimento do pré-diabetes experimental induzido por DH; essa seção está 
organizada na forma de artigo científico redigido na língua portuguesa. O capítulo 3, 
também organizado em forma de artigo científico, foi redigido em inglês e apresenta 
os resultados da análise in vitro da exposição ao conteúdo luminal intestinal de 
camundongos pré-diabéticos nas linhagens Caco-2 e MDCK. O capítulo 4, por sua vez, 
apresenta, em forma de artigo redigido em português, os resultados da exposição aos 
principais ácidos graxos, que compõem a DH, sobre a barreira epitelial mediada pelas 
JO em monocamadas de células Caco-2. Em seguida, o capítulo 5 traz as conclusões 









ALTERAÇÕES ESTRUTURAIS DA BARREIRA EPITELIAL INTESTINAL 




 Um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 
(DMT2) é a obesidade que, por sua vez, é resultado de uma ingestão acentuada de 
dieta rica em gordura e carboidratos associada a um estilo de vida sedentário 1. O 
DMT2 é uma das doenças endócrina-metabólica mais prevalentes da atualidade e, 
embora sua patogenia ainda não tenha sido totalmente esclarecida, sabe-se que a 
interação entre pré-disposição genética e fatores ambientais (como a própria 
obesidade) são determinantes para a instalação da doença 4,112. Os primeiros sinais 
clínicos do DMT2 são hiperglicemia moderada e resistência periférica à insulina; no 
entanto, à medida que ocorre a progressão dessa doença, há aumento da secreção de 
insulina pelas células beta pancreáticas (hiperinsulinemia) associado a um quadro de 
inflamação sistêmica 4,6. Por fim, em casos mais avançados da doença, quando a 
compensação secretora do pâncreas se torna ineficiente, se faz necessário a 
administração de insulina exógena para controlar os níveis glicêmicos 5,7,112,113. 
 O intestino desempenha um papel central na sinalização parácrina e endócrina 
que regula o metabolismo de carboidratos e lipídeos 114. Além disso, o intestino 
secreta hormônios que potencializam a secreção de insulina em resposta à ingestão de 
alimentos 24,115,116. Indivíduos obesos submetidos à cirurgia bariátrica mostram 
melhora no quadro de DMT2 11, o qual está associado não apenas à perda de peso, 
mas à melhora na sensibilidade/resposta das células beta à glicose 13. 
 Um conjunto de fatores é responsável pela manutenção da barreira intestinal, 
como secreção de peptídeos antimicrobianos e muco, que controlam o crescimento 





contato com o epitélio intestinal 27–29,35,50,117. A permeabilidade paracelular intestinal é 
regulada pelas junções de oclusão (JO) que unem as células epiteliais intestinais e 
constituem também em um elemento importante da barreira intestinal 49,58,82. Tal 
junção é composta por proteínas integrais transmembranas (como as claudinas e 
ocludina), que interagem entre si e se ligam a proteínas intracelulares (como ZO-1, -2, -
3, cingulin, 7H6 antigen, simplequina, entre outras) que as ancoram aos filamentos de 
actina do anel perijuncional, estabilizando a JO e limitando a passagem transepitelial 
de íons e macromoléculas 40,56,57,77,117.  
 Tem sido demonstrado que a ingestão de dieta rica em lipídeos pode levar a 
alteração da microbiota residente do intestino, a qual está associada ao aumento da 
permeabilidade intestinal, endotoxemia e inflamação de baixo grau (local e sistêmica), 
que juntos podem atuar no desenvolvimento de resistência periférica à insulina e 
DMT2 14,38,92.  
 Levando em consideração as evidências relatadas acima, este trabalho teve 
como objetivo investigar uma possível relação entre o comprometimento funcional e 
estrutural da barreira epitelial intestinal mediada pela JO e o desencadeamento do 
pré-diabetes tipo 2. Para tal, foi empregado o modelo de DMT2 induzido por dieta 
hiperlipídica (DH) em camundongos C57BL/6, que apresenta o estabelecimento do 
estado pré-diabético após ingestão dessa dieta por 60 dias 5,102–104. Camundongos 
dessa linhagem e controles foram tratados com DH por 15, 30, 60 dias e, após a 
caracterização metabólica dos mesmos, avaliou-se os seguintes parâmetros referentes 
à barreira epitelial paracelular no intestino: 1) a permeabilidade intestinal ao Dextran-
FITC, um marcador de transporte paracelular (administrado por gavagem ao animal ou 
injetado em alça intestinal); 2) a distribuição celular de proteínas associadas à JO por 
imunofluorescência em criocortes de intestino; e 3) o conteúdo celular de proteínas 
juncionais em homogeneizados de intestino por Western Blot. Para a proposta do 
presente trabalho, esses parâmetros foram avaliados no íleo e cólon, que são 
segmentos representativos do intestino delgado e grosso, respectivamente, e que 






MATERIAL E MÉTODOS 
1 Animais 
Foram utilizados camundongos C57BL/6/JUni machos, adultos, com 16 
semanas de idade. Todos os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo da 
UNICAMP (Campinas, SP). Os animais receberam ração e água ad libitum e foram 
mantidos em ambiente com temperatura controlada (25ºC) e ciclo claro-escuro de 12h 
durante o período de experimentação. Os animais foram mantidos em microisoladores 
em estantes ventiladas (Alesco) com no máximo 3 animais por microisolador. Os 
experimentos deste projeto foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 
Animais (CEUA – UNICAMP – Protocolo no. 3040-1) da Instituição. 
 
2 Dieta 
Os camundongos do grupo tratado foram colocados em dieta com uma ração 
preparada com alto teor de lipídeos (21% em peso) e baixa quantidade de fibras por 15 
(15d), 30 (30d) e 60 (60d) dias. A composição da ração (em pó) está apresentada na 
Tabela II. Os camundongos controles receberam uma dieta com conteúdo normal de 
lipídeos (4,5%; ração padrão em pó; Nuvital CR-1, Colombo, PR) pelo mesmo período. 
 
Tabela II. Composição da ração da dieta hiperlipídica. 
Componentes g% Ração Controle Ração Hiperlipídica 
Proteínas 22,0 20,0 
Carboidratos 53,0 50,0 
Lipídeos 4,5 21,0 
Outros* 20,5 8 
kcal/g 2,9 4,7 








3 Avaliação metabólica do animal 
Foram avaliados os seguintes parâmetros metabólicos nos animais controles ou 
submetidos à DH, após o período experimental: peso final, glicemia em estado jejum e 
alimentado (pós-prandial) e teste de resistência periférica à insulina (ITT). Para o ITT, a 
glicemia inicial (em estado alimentado, antes da injeção de insulina) foi considerada 
como tempo 0. Em seguida, 0,5U/kg de insulina (Biohulin R, Biobrás - MG - Brasil) foi 
injetada intraperitonealmente em animais alimentados e a glicemia, medida nos 
tempos 10, 15, 30 e 60 minutos após a injeção. A medida de glicemia foi determinada 
com o auxílio de um glicosímetro (Accu-Chek® Active - Roche) e a amostra de sangue, 
retirada da cauda do animal. Ainda foram feitas dosagem de insulinemia jejum 
plasmática (Kit Rat/Mouse insulin ELISA Kit - Merck EZRMI-13K), colesterol sérico 
(Colestatt Enzimático AA - Weiner Lab. REF. 1220114), triglicerídeos sérico (TG Color - 
Weiner Lab. REF. 1780105), HDL sérico (HDL Colesterol - Weiner Lab. REF. 1220103) e 
LDL sérico (LDL Colesterol - Weiner Lab. REF. 1220104), a partir de sangue coletado da 
cervical ou cauda do animal. 
A pesagem dos animais e coleta de sangue para as análises descritas acima 
foram feitas no período das 8:00h às 11:00h. 
 
4 Análise histológica do intestino 
 Os fragmentos de íleo distal e cólon proximal foram coletados e fixados por 18 
horas em solução de paraformaldeído 4%, em PBS 0,1M (pH 7.4). Em seguida, os 
fragmentos foram lavados 4 vezes em água destilada e mantidos em álcool 70% em 
geladeira por até 3 dias. Posteriormente, foi feito desidratação em concentrações 
crescente de álcool (80%, 95%, 100% I, 100 II e 100% III por 30 minutos cada), 
diafanização (Álcool-Xilol 1:1, xilol I e xilol II por 15 minutos cada), embebição em 
parafina (xilol-parafina 1:1 30 minutos e parafina por 2h) e finalmente a inclusão em 
parafina (Histosec – Merck). Subsequentemente, os fragmentos foram cortados de 
forma semi-seriados em micrótomo, com espessura de 5µm. Os cortes foram corados 
seguindo protocolo padrão para coloração em hematoxilina e eosina e analisados em 





5 Imunofluorescência para proteínas juncionais 
Para avaliar se a DH induz alteração na distribuição de proteínas associadas à 
junção de oclusão, foi realizada imunofluorescência para determinadas proteínas 
juncionais (a saber, claudinas 1, 2 e 3, ocludina e ZO-1) 107,119. Para tal, os fragmentos 
do intestino (íleo e cólon) foram coletados, lavados, congelados em meio Tissue-Tek® a          
-65°C com n-hexano resfriado com N2 liquido. Posteriormente, os cortes, obtidos por 
criotomia, foram fixados em acetona a -20ºC por três minutos e mantidos em 
biofreezer -80°C até reação de imunofluorescência. Em seguida, os cortes foram 
lavados em PBS 0,05M pH 7,4 (em mM: NaCl 34,2; KCl 2,7; Na2HPO4.12H2O 8,1; KH2PO4 
1,5), permeabilizados com 0,1% Triton x-100 (no caso da Claudina-3), submetidos à 
solução bloqueadora por 1h (TPBS; tampão fosfato-salina 0,01M (PBS), 0,1% Tween 20 
e 5% albumina) e, então, incubados com anticorpo primário diluído em PBS+3% 
albumina (vide Tabela III para a procedência e diluições desses anticorpos), por 2h à 
temperatura ambiente (TA). Após lavagem com PBS, os cortes foram incubados por 2h 
com anticorpo secundário específico conjugado com FITC, diluido em PBS+1% 
albumina+DAPI (1:1000 Sigma - Ref. D9542) (Tabela III). Em seguida, os cortes foram 
lavados em tampão Tris-salina 0,05M (TBS; Tris-base + NaCl), montados em 
Vectashield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) ou ProLong® Gold Antifade 
Mountant (Invitrogen P36930) e fotografados com auxílio de um microscópio de 
fluorescência (Observer.Z1; Zeiss. - Axio Cam MRC, Hamburg – Alemanha; ou Leica 
DM5500 B). A análise do grau de fluorescência foi feita utilizando-se o software 
ImageJ, em imagens digitalizadas obtidas de 5 áreas aleatórias de cada corte analisado. 
Através da ferramenta "multi-pontos", foram selecionados aleatoriamente 60 pontos 
por imagem, os quais foram posicionados exclusivamente na região de contato 
intercelular no epitélio intestinal (totalizando 784 - 4272 pontos amostrados por grupo 
experimental). Os dados do grau de fluorescência, representando o conteúdo juncional 









Tabela III. Diluições anticorpos para imunofluorescência 
Proteína Fabricante/ Ref. IHC diluição 
Primário   
Rabbit anti-ZO-1 Invitrogen (61-7300) 1:50 
Rabbit anti-Claudin-1 Abcam (ab15098) 1:30 
Rabbit anti-Claudin-2 Abcam (53032) 1:30 
Rabbit anti-Claudin-3 Invitrogen (34-1700) 1:50 
Rabbit anti-Ocludina Abcam (ab31721) 1:40 
Secundário   
Goat anti-Rabbit FITC Sigma (F0382) 1:75 
 
6 Western Blot para proteínas juncionais  
Os fragmentos do íleo e cólon foram lavados em PBS e o epitélio, raspado com 
o auxílio de um bisturi. Em seguida, o tecido foi homogeneizado em sonicador com 
coquetel anti-protease (composição: 10 mM imidazol pH 7,4; 4 mM EDTA; 1 mM EGTA; 
200 µM DTT; 0,5 µg/mL pepstatina; 200 KIU/mL aprotinina; 200 µM 
fenilmetilsufonilfluoreto; 2,5 µg/mL leupeptina e 30 µg/mL inibidor de tripsina). A 
quantificação de proteínas totais nos homogeneizados foi avaliada através do método 
de Bradford utilizando o reagente da Bio-Rad (Hercules, CA - USA). Uma quantidade de 
40 µg de proteína de cada amostra foi incubada por 1h a 37°C com 30% em volume de 
tampão amostra Laemmli 120 e, posteriormente, aplicada em gel de 6,5% (para 
detecção de  ZO-1) e 12% (para detecção de claudinas-1, 2 e -3 e ocludina) de 
acrilamida 108. Em seguida, as proteínas foram separadas através de eletroforese e 
transferidas para uma membrana de nitrocellulose (Bio-Rad). A membrana foi corada 
com solução Ponceau S (Sigma) para confirmação da transferência adequada das 
proteínas. Para detecção das proteínas, as membranas foram bloqueadas overnight a 
4°C com TTBS (Tampão Tris-salina 0,05M + 0,1% Tween 20) contendo 5% leite em pó 
desnatado e, em seguida, incubadas à TA por 2h com anticorpo primário (Tabela IV) 
diluído em TTBS contendo 3% leite em pó desnatado. Após lavagens com TTBS, as 
membranas foram incubadas com o anticorpo secundário específico conjugado com 
HRP (Tabela IV) por 2h à TA e diluído em TTBS contendo 1% de leite em pó desnatado. 
A detecção do complexo antígeno-anticorpo foi feita utilizando-se o kit de 
quimioluminescência SuperSignal (Thermo Fisher Scientific - USA) e as imagens obtidas 





quantificadas por densitometria óptica (ImageJ) e as membranas, re-incubadas com 
anti-beta-actina, utilizada como controle interno da reação. Finalmente, o valor da 
densitometria óptica foi expresso como a razão entre a densidade óptica da banda 
correspondente à proteína juncional e a da beta-actina. 
 
Tabela IV. Diluições anticorpos para Western Blot 
Proteína Fabricante/Ref. Western Blotting diluição 
Primário   
Rabbit anti-ZO-1 Invitrogen (61-7300) 1:600 
Rabbit anti-Claudina-2 Abcam (53032) 1:200 - 1:500 
Rabbit anti-Claudina-1 Abcam (ab15098) 1:300 
Rabbit anit-Claudina-3 Invitrogen (34-1700) 1:500 
Rabbit anti-Ocludina Abcam (ab31721) 1:500 
Rabbit anti-B-actina Cell Signaling (4970S) 1:500 - 1:700 
Secundário   
Goat anti-Rabbit HRP Sigma (A4914) 1:500 - 1:1000 
 
7 Avaliação de permeabilidade intestinal com dextran-FITC 
Por Gavagem 
Para medida de permeabilidade intestinal pelo método de gavagem, foi 
empregado o traçador dextran marcado com isotiocianato de fluoresceína 4-kDa 
(dextran-FITC, Sigma). Após 6h de jejum, os camundongos receberam a solução de 
dextran-FITC via gavagem, na concentração de 600mg/kg diluído em 7ml/kg de         
PBS 0,05M pH 7,4 14. Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2, após 2h da 
administração de dextran-FITC, e decapitados para coleta do sangue pelos vasos 
cervicais. O sangue foi centrifugado à velocidade de 10.644 g por 10 minutos em 
centrífuga refrigerada (4°C) para a separação do plasma. Como controle positivo, foi 
empregado o sulfato de sódio dextran (DSS - Sigma), adicionado à água do bebedouro 
e administrado aos animais por sete dias (concentração 3%) previamente a eutanásia, 
para indução de colite ulcerativa 121. A análise da fluorescência das amostras foi feita 
em leitor de microplaca Fluorskan Ascent (Thermo Scientific), comprimento de onda: 






Por injeção em alça intestinal 
 Para avaliar a permeabilidade intestinal para cada região do intestino, foi 
realizada a medida de permeabilidade através de cirurgia e o traçador empregado 
também foi o isotiocianato de fluoresceína 4-kDa (dextran-FITC, Sigma) 122. Após jejum 
de 12h, camundongos C57BL/6/JUni foram anestesiados com cetamina e xilazina 
(dose: 80+10 mg/kg); uma amostra de aproximadamente 200µL de sangue foi coletada 
(através de incisão no primeiro terço da cauda) para obtenção de plasma branco (sem 
traçador) e o intestino foi exposto após incisão medial no abdômen. Com fio de sutura, 
uma alça de 2cm foi formada na região do íleo ou do cólon proximal e 50uL do 
marcador dextran-FITC (100mg/mL em salina estéril) foi injetado no lúmen da alça com 
uma microseringa (BD Ultra-Fine), evitando distensão da parede intestinal. Em 
seguida, o intestino foi posicionado de volta à cavidade abdominal, a parede 
abdominal foi suturada e o animal, mantido sob anestesia até a eutanásia. Após 1h, os 
animais foram decapitados, o sangue foi coletado a partir dos vasos cervicais, em 
microtubos heparinizados e centrifugados (10.644 g/10 minutos a 4°C) para obtenção 
do plasma. As amostras foram diluídas 1:4 em salina estéril e, finalmente, a medida da 
fluorescência foi feita em leitor de microplaca Synergy H1 (Biotek), comprimento de 
onda: excitação 458nm e emissão 535nm. 
 
8 Análise estatística 
 A análise estatística foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software, La Jolla, Ca, USA). Os resultados foram expressos como média ± 
erro padrão da média (SEM). O teste empregado para comparar dois grupos 
experimentais foi o teste t-Student e, no caso da curva glicêmica do teste de 
resistência periférica à insulina, utilizou-se o Two-way ANOVA seguido do pós-teste de 









 Para caracterização metabólica dos animais tratados com dieta hiperlipídica 
foram analisados os parâmetros de peso, glicemia jejum, glicemia pós-prandial, 
insulinemia jejum, teste de resistência periférica à insulina (ITT) e o perfil lipídico dos 
animais submetidos aos diferentes períodos de dieta, a saber: 15d, 30d e 60d.  
 Como mostra a Figura 2.1, a partir dos 15d, a DH induziu aumento significativo 
de peso (P<0,01) e da glicemia pós-prandial (P<0,01) em relação aos animais 
alimentados com dieta controle (Ctrl). Após 30d, além do aumento de peso (P<0,001) e 
glicemia pós-prandial (P<0,001), a DH induziu aumento da glicemia no jejum (P<0,05). 
Finalmente aos 60d, os animais alimentados com DH se tornaram obesos (P<0,001), 
com hiperglicemia em jejum (P<0,001) e pós-prandial (P<0,001), além de 
hiperinsulinemia em jejum (P<0,001) quando comparado com os animais Ctrl. A análise 
do teste de resistência à insulina (Figura 2.2) não mostrou alterações na resposta a 
esse hormônio em animais alimentados com DH por 15d ou 30d em relação aos 
animais Ctrl, porém, após 60d com essa dieta, os animais se tornaram resistentes à 
insulina (P<0,05) como mostra a análise da área sob a curva do ITT (Figura 2.2d). Além 
disso, a medida do perfil lipídico (Figura 2.3) revelou que, em relação ao grupo Ctrl, a 
DH induz aumento de colesterol sérico a partir dos 15d (P<0,001), aumento de 
triglicerídeos total a partir dos 30d (P<0,05), apresentando aumento significativo de 
LDL aos 60d (P<0,05) sem alterar a concentração de HDL. Desta forma, foi 
caracterizado o estado metabólico dos animais submetidos à DH por diferentes 
períodos. 
 A análise histológica do epitélio intestinal, em cortes histológicos da porção do 
íleo e cólon, não mostram lesões aparentes no epitélio de revestimento do intestino 
em animais alimentados com DH em relação ao grupo controle, durante todos os 
períodos estudados (Figura 2.4). Ademais, também não foram observadas alterações 
estruturais nas regiões da lâmina própria e submucosa e/ou presença anormal ou 
aumentada de infiltrados linfocitários nessas regiões intestinais nos animais tratados, o 





 A fim de avaliar a repercussão da exposição à DH sob a estrutura da JO no 
epitélio intestinal, foi avaliado o grau de fluorescência das proteínas juncionais 
(claudinas-1, -2 e -3, ocludina e ZO-1) imunomarcadas na região de contato 
intercelular. A análise do conteúdo juncional de Cld-1 na região do íleo e do cólon 
revelou diminuição significativa (P<0,0001) em ambos os segmentos (Figura 2.5 q) em 
animais expostos à DH por 60d em relação ao grupo Ctrl. Quanto à análise do 
conteúdo celular total de Cld-1 por immunoblotting, não foram observadas alterações 
significativas em nenhum dos períodos estudados (Figura 2.5 f, l, r). A avaliação da  
Cld-2 mostrou diminuição significativa (P<0,0001) no conteúdo juncional do cólon após 
15d de ingestão da DH (Figura 2.6 e), aumento aos 60d na região do cólon e 
diminuição no íleo (P<0,0001; Figura 2.6 q). Além disso, a quantificação do conteúdo 
celular total de Cld-2 mostrou diminuição no segmento do íleo dos animais 
alimentados com DH por 60d (P<0,05; Figura 2.6 r). Em relação a Cld-3, foi observado 
diminuição significativa no segmento do íleo (P<0,0001) após 30 e 60d de tratamento. 
Assim como a Cld-1, o conteúdo celular total de Cld-3 manteve-se sem alteração 
significativa entre os segmentos, grupos e tempos estudados (Figura 2.7 f, l, r). A 
medida de ocludina revelou diminuição significativa na região intercelular do epitélio 
de revestimento do íleo aos 15d e do cólon aos 30d e 60d (P<0,0001) em animais 
tratado com DH (Figura 2.8 e, k e q), no entanto, não foi observado alteração no 
conteúdo proteico dessa proteína em homogeneizados do epitélio intestinal entre os 
grupos estudados (Figura 2.8 f, l e r). Em relação à ZO-1, foi observado aumento 
significativo nos segmentos íleo e cólon (P<0,001, Figura 2.9 e) após tratamento por 
15d, o qual se manteve apenas na região do cólon dos animais tratados com DH 
durante os períodos de 30d e 60d (Figura 2.9 k e q). Já a avaliação por immunoblotting 
não revelou diferenças significativas no conteúdo proteico de ZO-1 nos grupos 
avaliados. 
 Para análise do estado funcional da barreira epitelial mediada pelas JO nos 
animais submetidos à DH, foi empregado o marcador da via paracelular FITC-dextran 
4kDa. Inicialmente, como controle positivo do experimento de permeabilidade 
intestinal, foi induzida colite ulcerativa por tratamento com sulfato de sódio dextran 





administração do marcador por gavagem, foi observado aumento de 174% (P<0,001; 
Figura 2.10 a) na passagem do mesmo pela via paracelular nessa condição. Em seguida, 
quando submetidos a esse teste, os animais tratados com DH por 15d, 30d e 60d não 
mostraram alteração significativa na permeabilidade intestinal (Figura 2.10 b). Além 
disso, o teste de permeabilidade em animais submetidos a 8 meses de DH, exibindo 
uma fase mais avançada do quadro de DMT2 42,123, sugere uma tendência de aumento 
da permeabilidade, embora não significativa (Figura 2.10 b). Em concordância com 
esses resultados, a análise da permeabilidade em alças dos segmentos isolados do 
intestino não mostrou alteração significativa nas regiões do íleo e cólon após 
tratamento com DH por 30d e 60d. Embora tenha sido observada uma tendência de 
redução na permeabilidade intestinal no segmento do íleo nesses animais em relação 
aos controles (Figura 2.11 a), o mesmo não ocorreu na região do cólon (Figura 2.11 b). 
 
DISCUSSÃO 
Neste estudo, investigamos uma possível correlação entre alteração da barreira 
epitelial intestinal mediada pela junção de oclusão e o desenvolvimento do quadro de 
pré-diabetes induzido por dieta hiperlipídica. Demonstramos que a DH induz 
alterações metabólicas progressivas até o desenvolvimento de hiperglicemia em jejum 
associada à resistência periférica à insulina, típico do estado de pré-diabetes, o qual foi 
acompanhado de alterações do perfil lipídico aos 60 dias de exposição ao tratamento. 
Em relação à barreira epitelial intestinal, a DH induziu modificações estruturais sutis, 
embora significantes, da junção de oclusão em segmentos do intestino delgado e 
grosso, representadas pelo íleo e cólon, respectivamente. Embora as alterações 
observadas sugiram um epitélio mais permeável, não foram detectadas modificações 
funcionais da barreira epitelial intestinal com o emprego do traçador da via paracelular 
dextran-FITC pelos métodos de gavagem ou microinjeção em alças intestinais.  
Os camundongos C57BL/6 alimentados com DH têm sido extensivamente 
empregados no estudo de desordens metabólicas experimentais 38,92,99,119,124,125, 
entretanto, o tempo de ingestão, a composição da dieta e o estado metabólico do 





epitelial intestinal mediada pelas JO durante a evolução das alterações metabólicas 
apresentadas pelos animais alimentados com DH, no presente estudo foram definidos 
diferentes períodos de exposição a essa dieta, anteriores e após o estabelecimento do 
quadro de pré-diabetes. Nossos experimentos mostraram que a ingestão de DH 
durante um período de duas semanas é suficiente para induzir ganho de peso e 
aumento de glicemia pós-prandial e colesterol. À medida que os animais continuaram 
a consumir a DH, o ganho de peso e a hiperglicemia pós-prandial aumentaram, há 
alteração da glicemia em jejum e trigliceridemia em um mês e, finalmente, após dois 
meses, a DH induziu hiperinsulinemia e aumento da fração LDL, acompanhados por 
resistência periférica à insulina. Desta forma, a exposição à DH induziu alterações 
progressivas no metabolismo de carboidratos e lipídeos dos animais a partir dos 15d, 
que se agravam até levar ao quadro estabelecido de pré-diabetes aos 60d após 
ingestão dessa dieta. Esses resultados estão de acordo com as alterações observadas 
em trabalhos anteriores do nosso grupo que discutem a caracterização desse modelo, 
onde foram analisados os parâmetros metabólicos por 30d e 60d 5,102–104, contudo a 
avaliação de 15d apresenta resultados inéditos e importantes para a proposta do 
presente trabalho. 
Estudos clínicos e experimentais apontam uma associação entre DH, 
desbalanço na microbiota residente do intestino (disbiose), aumento da 
permeabilidade intestinal e resistência periférica à insulina 14,37,38,118. A hipótese 
vigente, que tenta explicar o envolvimento da microbiota intestinal na patogênese do 
diabetes, preconiza que a alteração na composição e funcionalidade dessa microbiota, 
devido, pelo menos em parte, a uma dieta rica em lipídeos e pobre em fibras, está 
associada com um quadro de endotoxemia, um estado caracterizado por alta 
concentração de lipopolissacarídeos (LPS) no sangue, em decorrência do aumento da 
permeabilidade intestinal 14,38,118. O LPS é um componente da parede celular de 
bactérias gram negativas, o qual pode gerar um processo inflamatório no intestino e 
inflamação sistêmica de baixo grau no organismo 17,126. Diversos mediadores 
inflamatórios, tais como, TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y, ativam cinases intracelulares, 
como a c-Jun N-terminal cinase (via JNK) e a cinase inibitória kB (IKK), e levam a 





interferindo na sinalização adequada desse hormônio e, por fim, atenuando a captação 
de glicose pelos tecidos periféricos (resistência à insulina) 127,128. Embora a hipótese do 
eixo disbiose – endotoxemia – resistência à insulina seja bastante difundida e aceita 
atualmente, pouco se sabe sobre o processo de quebra da barreira epitelial intestinal e 
da JO, que constituem num evento central no fenômeno. 
 Como mencionado anteriormente (Capítulo 1), diversas proteínas interagem 
entre si para formar a estrutura da JO e regular a passagem de íons e moléculas pelo 
espaço intercelular. Entre as proteínas transmembranas associadas à JO, as claudinas, 
representadas por 27 subtipos, são responsáveis por uma barreira mais impermeável a 
íons e moléculas (por ex., Cld-1 e -3) ou por formar poros permeáveis e seletivos a íons 
(por ex., Cld-2, formadora de poros permeáveis a cátions e água) 58,68,82,129–131. A 
internalização/redistribuição celular das claudinas formadoras de barreira (como as 
Cld-1 e -3), associada ou não com alteração na expressão gênica e proteica dessas 
proteínas, está relacionada à quebra de barreira epitelial em condições in vitro e in 
vivo 78,79,108,132–134. A deleção dos genes que codificam essas proteínas estruturais da JO 
(claudinas e ocludina) resultam em comprometimento significativo da função de 
barreira paracelular tanto a moléculas 67,82, como a íons 135, com repercussão inclusive 
no transporte transcelular 117,136,137.  
 No presente trabalho, o quadro de pré-diabetes induzido pela ingestão de DH 
por 60d foi acompanhado de alteração na estrutura da JO no epitélio intestinal do íleo 
e cólon. A determinação do conteúdo juncional das proteínas da JO, através de medida 
do grau de fluorescência na região de contato célula-célula, mostrou diminuição da 
claudinas 1 (nos segmentos íleo e cólon) e -3 (íleo) e ocludina (cólon), as quais são 
responsáveis por manter a função de barreira epitelial, sobretudo a moléculas 129–131. A 
análise de Cld-2 (reguladora da permeabilidade paracelular a cátions/água 58,130), por 
sua vez, mostrou redução significativa no conteúdo juncional e total no íleo, mas 
aumento do conteúdo juncional dessa proteína no cólon. Portanto, em conjunto, esses 
resultados apontam para um comprometimento estrutural da JO no epitélio intestinal 
em animais pré-diabéticos sugestivo de aumento de permeabilidade intestinal para 





 De forma geral, os resultados de análise de conteúdo celular das proteínas 
juncionais por Western Blot não acompanharam aqueles observados por 
imunohistoquímica (exceto para claudina-2 no íleo). Enquanto a análise por 
imunofluorêscencia representa a concentração/quantidade das proteínas presentes na 
JO, ou seja, em seu sítio funcional, a avaliação por Western Blot reflete a concentração 
total dessas proteínas presentes na célula, seja na membrana plasmática ou em pools 
no citoplasma 138. Desta forma, o comprometimento da JO observada neste estudo 
provavelmente representa mudanças relativamente rápidas e possivelmente 
reversíveis na estrutura dessa junção, envolvendo assim eventos de internalização das 
proteínas juncionais, bem como mudanças nas dinâmicas e interações entre essas 
proteínas na região da JO, que tem sido observado também em outras condições 
experimentais 42,108,130,134,139. Embora os mecanismos intracelulares envolvidos na 
regulação da agregação e desagregação das proteínas juncionais não sejam 
completamente conhecidos, vários estudos mostraram que o grau de 
fosforilação/desfosforilação das proteínas juncionais é crucial para a localização e 
estabilidade dessas proteínas na região da JO 68,82,109,130,140. Em adição, a retirada das 
proteínas juncionais de seu sítio na membrana pode ocorrer através de outras 
modificações pós-traducionais como palmitoilação e ubiquitinização que, por sua vez, 
podem resultar em transporte dessas proteínas para via de degradação ou 
reencaminhá-las à membrana, assim alterando o grau de permeabilidade e 
seletividade da JO 78,79,82,138,141. Portanto, é plausível sugerir que o comprometimento 
da barreira paracelular intestinal, verificado no animal pré-diabético, envolva um 
desses mecanismos de regulação da estrutura da JO. 
Em contraste com as outras proteínas juncionais, o conteúdo juncional de ZO-1 
aumentou no epitélio do cólon após 30d e 60d de DH. Essa proteína participa da placa 
juncional, um complexo proteico citoplasmático responsável por ancorar as proteínas 
transmembranas da JO ao citoesqueleto 56,57,142, bem como parece ter um papel 
regulatório da estrutura da junção, dentre outras funções celulares, incluindo 
modulação da expressão gênica 143. Embora, a expressão de ZO-1 seja empregada 
como parâmetro para análise da integridade de barreira 14,38, a barreira pode estar 





observado anteriormente108. Ainda, quando a diminuição da expressão de ZO-1 está 
presente, ela frequentemente representa uma alteração mais severa da JO em relação 
às observadas neste trabalho 84 (vide Capítulo 3). No momento, não temos ainda uma 
explicação para o aumento dessa proteína no epitélio do cólon no nosso modelo, mas 
é possível que essa alteração esteja relacionada com outros eventos celulares que não 
diretamente à função de barreira.  
A fim de avaliar se a ingestão de DH resulta em modificações funcionais da 
barreira epitelial intestinal nos diferentes períodos estudados, elevando a 
permeabilidade intestinal, analisamos a passagem do marcador da via paracelular 
dextran-FITC 4-kDa na mucosa intestinal. A colite ulcerativa (UC) é caracterizada por 
inflamação crônica e aguda do intestino e a administração de sulfato de sódio dextran 
(DSS) é uma forma simples para indução experimental dessa doença, que apresenta 
comprometimento substancial da barreira epitelial do cólon intestinal 121,144, assim 
caracterizando-se como um modelo adequado para a padronização do teste de 
permeabilidade intestinal. Como esperado, a passagem do marcador dextran-FITC      
4-kDa nesses animais foi significativamente maior em comparação aos que não 
receberam o tratamento com DSS.  
 A avaliação da permeabilidade intestinal nos animais expostos à DH, 
entretanto, não mostrou diferença em relação ao grupo controle em todos os períodos 
estudados. Com uma metodologia complementar, os segmentos do íleo e cólon foram 
isolados e microinjetados com o mesmo traçador para análise de uma eventual 
alteração na permeabilidade regional do intestino, porém, novamente, não foram 
observadas diferenças entre os grupos DH e Ctrl. Essas observações, todavia, diferem 
de dados publicados anteriormente. Cani et al. 38 mostraram que a alimentação rica 
em lipídeos leva ao aumento de permeabilidade que se correlaciona com a diminuição 
da expressão gênica das proteínas ZO-1 e ocludina. Em um sistema ex vivo (Ussing 
Chamber), Stenman et al. 125 observaram que a DH induz aumento de permeabilidade 
no epitélio do jejuno e cólon, o que não ocorre no duodeno e íleo. Em ambos os 
estudos citados, o tempo de tratamento com DH foi de apenas 30d, entretanto, a 
formulação das dietas empregadas destoa-se daquela utilizada no nosso estudo     





permeabilidade intestinal mostrada nesses estudos provavelmente é um reflexo de 
alterações de metabólicas mais intensas, como ocorreu em nosso modelo após 8 
meses em DH 42,123, os quais podem estar associados com um processo inflamatório 
local e lesão epitelial intestinal mais significativos 38,98,145. A JO, em condições 
fisiológicas, permite a passagem de moléculas com diâmetro inferior a 4Å, porém os 
marcadores empregados para investigar a via paracelular apresentam tamanhos 
maiores (dextran-FITC 4kDa tem um diâmetro de 14Å). Sendo assim, acreditamos que 
o emprego do marcador dextran-FITC 4kDa pode ter sido um fator limitante na 
avaliação funcional (permeabilidade) da barreira epitelial intestinal dos nossos animais 
pré-diabéticos, devido ao seu tamanho e forma de detecção (fluorescência). Tem sido 
sugerido que a passagem desses marcadores de alto peso molecular através de 
epitélios normais seja limitada e represente pequenas quebras temporárias na barreira 
49, assim a maior concentração desses marcadores no plasma significa um 
comprometimento substancial da barreira epitelial intestinal (provavelmente com 
lesão considerável do epitélio intestinal), como foi observado após o tratamento com 
DSS. Portanto, nossos dados mostrando que o tratamento com DH com 21% de 
lipídeos resulta em uma redistribuição celular de algumas proteínas da JO no epitélio 
do íleo e/ou cólon, mas sem alterações morfológicas significativas no epitélio 
intestinal, estão em concordância com essa ideia.  
Em conclusão, mostramos que a DH induz alterações metabólicas progressivas 
até o desenvolvimento de pré-diabetes. Entretanto, não há indícios de modificações 
funcionais relevantes na barreira epitelial intestinal mediada pelas JO previamente ao 
estabelecimento do estado pré-diabético, sugerindo que a quebra da barreira 
intestinal não desempenha um papel no desencadeamento da doença. A diminuição 
no conteúdo juncional das proteínas da JO da barreira epitelial intestinal, observadas 
após tratamento por 60d com DH, parece estar em um estágio inicial e, assim, ser uma 
consequência do estado metabólico do modelo experimental. Desta forma, é possível 
que a progressão das disfunções metabólicas induzidas pela DH seja acompanhada de 
alterações mais severas da função de barreira epitelial medida pela JO. Isto, por sua 
vez, resultaria em aumento da permeabilidade paracelular de substâncias/moléculas 





sistêmico de baixo grau (típico de DMT2), com consequente agravamento da 







Figura 2.1 - Avaliação de peso, glicemia jejum e pós-prandial e insulinemia em animais 
expostos à dieta hiperlipídica (DH) ou à ração padrão (Ctrl) por 15d, 30d e 60d. 
A DH induziu ganho de peso (a) e aumento da glicemia pós-prandial (c) significantiva aos 15d, 
os quais foram acompanhados de aumento de glicemia jejum (b) a partir dos 30d e da 
insulinemia (d) aos 60d nos animais tratados em relação aos controles. O número dentro das 
barras mostra o n amostral de cada grupo. Os valores representam a média ± SEM. *P<0,05, 








Figura 2.2 - Análise do teste de resistência periférica à insulina (ITT) em animais expostos à 
dieta hiperlipídica (DH) ou à ração padrão (Ctrl) por 15d, 30d e 60d. 
As imagens a, b e c mostram a curva glicêmica expressa em porcentagem após injeção 
intraperitoneal de insulina. A DH não induziu alteração no metabolismo de carboidrato aos 
15d (a) e 30d (c) em relação aos animais Ctrl, porém, após tratamento por 60d (b), os animais 
desenvolveram resistência periférica à insulina como mostrado pela análise da área sob a 
curva (AUC – d). Os valores representam a média ± SEM. *P<0,05 em relação ao grupo Ctrl. O 
número dentro das barras mostra o n amostral de cada grupo. Em a, b e c foi utilizado o teste 







Figura 2.3 - Dosagem sérica de colesterol, triglicerídeos, HDL e LDL em animais expostos à 
dieta hiperlipídica (DH) ou à ração padrão (Ctrl) por 15d, 30d e 60d. 
Foi observado aumento da concentração sérica de colesterol a partir dos 15d da ingestão de 
DH (a); aos 30d, também verificou-se aumento sérico de triglicerídeos (b) e, aos 60d, 
observou-se ainda aumento da concentração sérica de LDL em relação aos animais tratados 
com dieta Ctrl (d). Não foi observada alteração significativa de HDL entre os grupos estudados 
(c). O número dentro das barras mostra o n amostral de cada grupo. Os valores representam a 












Figura 2.4 – Fotomicrografias de secções histológicas do epitélio intestinal do íleo e cólon de 
animais alimentados com dieta hiperlipídica (DH) ou ração padrão (Ctrl) por 15d, 30d e 60d. 
A análise morfológica do intestino foi realizada em cortes histológicos corados em HE. Em 
todos os períodos estudados, não foi observada alteração significativa da estrutura do epitélio 
de revestimento nos segmentos do íleo e cólon (imagens 400x), em animais tratados com DH 
em comparação aos animais Ctrl. Além disso, não foram observadas modificações indicativas 
de inflamação da mucosa intestinal, como aumento de células do sistema imune ou infiltrados 
linfocitários na lâmina própria e submucosa, nos grupos estudados (imagens 100x e 400x). 







Figura 2.5 - Conteúdo juncional e expressão celular de Claudina-1 no epitélio intestinal do 
íleo e cólon de animais alimentados com dieta hiperlipídica (DH) ou ração padrão (Ctrl) por 
15d, 30d e 60d. 
As imagens a-d, g-j, m-p mostram a marcação juncional de Claudina-1 evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por DAPI – azul) em criocortes de 
íleo e cólon de animais tratados por diferentes períodos. Aos 15d e 30d, a DH não induziu 
alteração significativa na marcação juncional de Cld-1 (e, k), porém, após 60d de tratamento, 
os animais mostraram redução significativa dessa proteína na região intercelular dos 
segmentos do íleo e cólon (q). A análise por immunoblotting não mostrou alteração 
significativa no conteúdo celular de Cld-1 em homogeneizados do epitélio do íleo e cólon entre 
os grupos durante os tempos estudados (f, l, r). Barra 25µm. O número dentro das barras 
mostra o n amostral (número de animais) para cada grupo, sendo para imunofluorescência 
coletadas 5 imagens/n amostral e analisados 60 pontos/imagem. Os valores representam a 






Figura 2.6 - Conteúdo juncional e expressão celular de Claudina-2 no epitélio intestinal do 
íleo e cólon em animais alimentados com dieta hiperlipídica (DH) ou ração padrão (Ctrl) por 
15d, 30d e 60d. 
As imagens a-d, g-j, m-p mostram a marcação juncional de Claudina-2 evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por DAPI – azul) em criocortes de 
íleo e cólon de animais tratados por diferentes períodos. A ingestão de DH induziu alteração 
significativa no conteúdo juncional na região do cólon aos 15d (e) e no íleo e cólon após 60d 
(q). A análise por immunoblotting não mostrou alterações significativas no conteúdo celular de 
Cld-2 nos animais alimentados com DH durante os períodos de 15d (f) e 30d (l), porém foi 
observada uma redução significativa na região do íleo aos 60d (r). Barra 25µm. O número 
dentro das barras mostra o n amostral (número de animais) para cada grupo, sendo para 
imunofluorescência coletadas 5 imagens/n amostral e analisados 60 pontos/imagem. Os 







Figura 2.7 - Conteúdo juncional e expressão celular de Claudina-3 no epitélio intestinal do 
íleo e cólon em animais alimentados com dieta hiperlipídica (DH) ou ração padrão (Ctrl) por 
15d, 30d e 60d. 
As imagens a-d, g-j, m-p mostram a marcação juncional de Claudina-3 evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por DAPI – azul) em criocortes de 
íleo e cólon de animais tratados por diferentes períodos. A DH não induziu alteração na 
marcação juncional aos 15d (e), entretanto, os animais que receberam tratamento por 30d e 
60d apresentaram redução significativa na marcação intercelular de Cld-3 no segmento do íleo 
(k, q) em relação aos animais Ctrl, enquanto que o cólon não exibiu alteração dessa proteína 
nos mesmos períodos. A análise por immunoblotting não mostrou alteração significativa no 
conteúdo celular de Cld-3 em homogeneizados do epitélio do íleo e cólon entre os grupos 
durante os tempos estudados (f, l, r). Barra 25µm. O número dentro das barras mostra o n 
amostral (número de animais) para cada grupo, sendo para imunofluorescência coletadas 5 
imagens/n amostral e analisados 60 pontos/imagem. Os valores representam a média ± SEM. 






Figura 2.8 - Conteúdo juncional e expressão celular de Ocludina no epitélio intestinal do íleo 
e cólon em animais alimentados com dieta hiperlipídica (DH) ou ração padrão (Ctrl) por 15d, 
30d e 60d. 
As imagens a-d, g-j, m-p mostram a marcação juncional de ocludina evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por DAPI – azul) em criocortes de 
íleo e cólon de animais tratados por diferentes períodos. A DH induziu diminuição significativa 
de ocludina na região do íleo aos 15d (e) e do cólon aos 30d (k) e 60d (q). A análise por 
immunoblotting não mostrou alterações significativas no conteúdo celular de ocludina nos 
animais alimentados com DH durante 15d (f), 30d (l) ou 60d (r). Barra 25µm. O número dentro 
das barras mostra o n amostral (número de animais) para cada grupo, sendo para 
imunofluorescência coletadas 5 imagens/n amostral e analisados 60 pontos/imagem. Os 






Figura 2.9 - Conteúdo juncional e expressão celular de ZO-1 no epitélio intestinal do íleo e 
cólon em animais alimentados com dieta hiperlipídica (DH) ou ração padrão (Ctrl) por 15d, 
30d e 60d. 
As imagens a-d, g-j, m-p mostram a marcação juncional de ZO-1 evidenciada por 
imunofluorescência (em verde FITC; ou marcação do núcleo por DAPI – azul) em criocortes de 
íleo e cólon de animais tratados por diferentes períodos. A DH induziu aumento na marcação 
juncional de ZO-1 nos segmentos íleo e cólon dos animais alimentados por 15d em relação aos 
animais Ctrl (e). Entretanto, esse aumento se manteve apenas na região do cólon nos períodos 
de 30d (k) e 60d (q) dos animais expostos à DH em comparação ao grupo que recebeu ração 
Ctrl. A análise por immunoblotting não mostrou alteração significativa no conteúdo celular de 
ZO-1 em homogeneizados do epitélio do íleo e cólon entre os grupos durante os tempos 
estudados (f, l, r). Barra 25µm. O número dentro das barras mostra o n amostral (número de 
animais) para cada grupo, sendo para imunofluorescência coletadas 5 imagens/n amostral e 
analisados 60 pontos/imagem. Os valores representam a média ± SEM. ***P<0,001 em relação 







Figura 2.10 - Análise da permeabilidade intestinal pelo método de gavagem com dextran-
FITC em animais tratados com dextran sulfato de sódio 3% e em animais alimentados com 
dieta hiperlipídica (DH) ou ração padrão (Ctrl) por 15d, 30d, 60d ou 8 meses. 
O dextran sulfato de sódio (DSS) foi empregado para a indução de colite ulcerativa e utilizado 
como controle positivo para o método de avaliação da da permeabilidade intestinal por 
gavagem. Os níveis plasmáticos do marcador de permeabilidade paracelular (dextran-FITC 
4kDa) mostrou aumento significativo nos animais tratados com DSS (a). Em relação aos 
animais expostos a DH, não houve alteração significativa da permeabilidade intestinal após 
15d, 30d e 60d de exposição à DH em relação aos animais Ctrl (b). A análise da permeabilidade 
intestinal em animais tratados com DH por 8 meses (b) mostrou uma pequena tendência (não 
significativa) de aumento da passagem do marcador pela via intestinal paracelular nesses 
animais. O número dentro das barras mostra o n amostral de cada grupo. Os valores foram 
expressos como porcentagem em relação à média do grupo Ctrl. ***P<0,001 em relação ao 







Figura 2.11 - Análise da permeabilidade intestinal em alças de segmentos isolados do 
intestino (íleo e cólon) de animais alimentados com dieta hiperlipídica (DH) ou ração padrão 
(Ctrl) por 30d e 60d. 
Para análise de permeabilidade intestinal nos segmentos íleo e cólon de forma isolada foi 
empregado o método de alça intestinal in situ. A medida sérica do marcador da via paracelular 
(FITC-dextran 4kDa) mostrou uma tendência, embora não significativa, de diminuição da 
passagem desse marcador pelo epitélio intestinal no segmento do íleo após o tratamento com 
DH por 30d e 60d (a). Entretanto não foi observada diferença significativa na permeabilidade 
entre os grupos Ctrl e DH na região do cólon após tratamento com DH (b). O número dentro 
das barras mostra o n amostral de cada grupo. Os valores foram expressos como porcentagem 






INTESTINAL LUMINAL CONTENT FROM HIGH-FAT-FED 





The incidence of diabetes mellitus and obesity has been increasing steadily in 
the last thirty years 1. Both disorders have become a health problem worldwide and 
are related to the modern stressful lifestyle, sedentary habits and the ingestion of fat-
enriched western-type diet. Type 2 diabetes mellitus (T2DM), that corresponds to over 
90% of the diabetes cases, has usually a late onset in adulthood and is clinically 
characterized by a moderate hyperglycemia, a chronic low-grade inflammatory state 
associated with peripheral insulin resistance, which is partially compensated by beta-
cell hyperplasia and insulin hypersecretion 5,113. In later stages of T2DM, there is a slow 
and gradual loss of beta-cell mass and function leading to a chronic hyperglycemia 
state, which then requires exogenous insulin administration in order to maintain 
normal blood glucose levels 4,6,7,112.  
The pathogenesis of the T2DM is not completely understood. Recently, it has 
been proposed that an intestinal dysbiosis associated with intestinal barrier disruption 
may play a role in T2DM development 146,147. The intestinal barrier is well known to act 
as a defense mechanism against pathogen/toxin entry to the interior milieu. This 
barrier is composed of the intestinal epithelium itself as well as of antimicrobial 
peptides, immunoglobulins, and mucus secreted by the Paneth cells, immune and 
goblet cells, respectively. At the cell level, the intestinal paracellular barrier is 
constituted by the tight junction (TJ), a multiprotein complex that binds adjacent cells 
together and regulates the passive diffusion of substances through the intercellular 
space 28,148,149. The transmembrane TJ-associated proteins, i.e. occludin and claudins, 
maintain cell-cell contact, cell polarization and regulate the paracellular permeability. 




ZO-2, ZO-3, cingulin, 7H6 antigen and symplekin) that constitute the tight junctional 
plaque, which anchors the TJ multiprotein complex to the actin filaments 40,56,77. When 
the TJ is disrupted, experimentally or pathophysiologically, the intestinal permeability 
increases and may lead to translocation of toxins and microorganisms from the luminal 
space into the bloodstream 17,38.  
High-fat diet seems to play an important role in the modulation of the intestinal 
lumen environment, by shifting the gut microbiota population and increasing bile acid 
secretion 37,99,101. These alterations of the intestinal lumen composition could 
potentially lead to an increase in intestinal permeability, which in turn would trigger a 
local and systemic inflammatory response and ultimately lead to a peripheral insulin 
resistance state 14,17,99,150,151.  
Taking into consideration the possible link between changes in the intestine 
environment and obesity-associated T2DM onset, we investigated in this study 
whether exposure to the intestine luminal content of prediabetic mice could induce 
changes in the TJ-mediated epithelial barrier in vitro. For that, C57BL/6J mice were 
chosen as an animal model of T2DM since, when challenged with a high-fat diet, they 
develop prediabetes after only 60 days 103. As a model of the epithelial intestinal 
barrier, we have used the human colorectal adenocarcinoma cell line Caco-2, which is 
vastly employed in in vitro intestinal toxicology studies as it displays many 
physiological and morphological features of mature enterocytes 152. Additionally, the 
Madin-Darby canine kidney (MDCK) cell line was also employed in this study, a well-
known epithelial barrier model 43,108,153, to investigate the generality of the 
phenomenon.  
 
MATERIAL AND METHODS  
1. Cell culture and seeding 
 
 Caco-2 and MDCK cells were grown in 75cm² plastic flasks (Nest Biotech Co. Ltd, 
China). Caco-2 cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (high glucose) 
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 2% non-essential amino acids, 




Essential Medium (MEM) supplemented with 10% fetal bovine serum and 100 IU of 
penicillin/mL and 100 µg of streptomycin/mL (Cultilab – Campinas, Brazil) at 37°C in a 
5% CO2 humidified incubator (Incusafe Sanyo MCO-17A, Sanyo Electric Ltd., Japan). 
Culture medium was changed every two days, and cells were passaged weekly. Cells 
were seeded on 12mm or 30mm diameter porous membrane cell culture inserts 
(MILLICELL), coated with collagen extracted from Wistar rats tails 154, at the density of 
5.0x105cells/cm² (MDCK) or 1.5x104cells/cm² (Caco-2). When fully confluent (in the 
case of MDCK, 3-4 days after seeding, while Caco-2, after 10-11 days after seeding), 
monolayers were exposed at both sides (apical+basal) to the luminal content of small 
intestine or of the large intestine from mice of the different experimental groups.  
 
2. Monolayer exposure to intestinal luminal content from normal and prediabetic mice 
 Male C57BL/6J mice, obtained from the Multidisciplinary Center for Biological 
Investigation on Laboratory Animal Science (CEMIB) of the University of Campinas 
(UNICAMP, Brazil), were housed at 22-25°C on a 12h light/12h dark cycle and had 
access to water and food ad libitum. Between the age of 16 to 20 weeks, mice were 
fed a standard chow diet (content in 100g: 4.5 g lipids, 53 g carbohydrates and 23 g 
proteins) (Nuvital CR1, Colombo, Paraná, Brazil) or a high-fat (HF) diet (content in 
100g: 21g lipids, 50 g carbohydrates and 20g proteins) for 60 days. After this period, 
control and HF diet-fed mice were weighed, had the glycemia measured and 
euthanized in a CO2 chamber after a 12h-fasting period, as previously described 103. 
Small and large intestines were removed at sterile conditions (inside the laminar flow 
hood) and the luminal content washed with a total of 15mL sterile Krebs-bicarbonate 
buffer (concentration in mM: NaCl 115, KCl 5, MgCl2 1, CaCl2 1.24, NaHCO3 1, HEPES 
15; pH=7,4 equilibrated with CO2 5%) containing 100mg/dL glucose. Subsequently, the 
intestinal luminal contents were centrifuged in Falcon tubes at 2100 g for 1min30s and 
the supernatant collected and read in a spectrophotometer (600nm - PowerWave XS2, 
Biotek Instruments, USA), diluted to reach an absorbance of 0.05 (corresponding to 
approximately 107 bacterias/mL) 155,156. Just after isolation, Caco-2 and MDCK 
monolayers were exposed to the intestinal suspensions up to 24h. All experimental 
protocols with the animals were approved by the Ethics Committee on Animal Use 




3. Transepithelial electrical resistance (TEER) and paracellular flux measurements 
 TEER was evaluated across cell monolayers grown on 12mm inserts using two 
Ag/AgCl 'chopstick' electrodes coupled to a combined voltmeter and constant current 
source (EVOM, World Precision Instruments, UK) up to 24h after intestinal luminal 
content exposure. The final TEER was calculated according to the following equation: 
Blank membrane insert resistance (without cells) was measured in every experiment 
and subtracted from the raw TEER value and , then, multiplied by the membrane area 
(1.13cm2) to give the final TEER value (Ω∙cm²). The average of the TEER displayed by 
the monolayers were: 456.6 ± 19.4 Ω∙cm² (n=89) for Caco-2, and 691.9 ± 26.3 Ω∙cm² 
(n=95) for MDCK cells. The TEER data was expressed as a percentage in relation to the 
initial mean value (at 0h, before luminal content exposure) 134.  
 The transepithelial flux was assessed using the nonabsorbed, paracellular 
markers phenol Red (MW 357 Da) (Sigma) or Lucifer Yellow (LY) (MW 457.25 Da) 108,134. 
Caco-2 and MDCK cells, grown on 30mm permeable cell culture inserts, were 
transferred to a new plate containing luminal content wash from the small or large 
intestines, or Krebs solution, where phenol red (100µM) or Lucifer Yellow (100µM) was 
added to, whereas the apical medium was replaced with the same basal solution 
without the marker. After the incubation period, triplicates of 0.2mL samples were 
taken from the apical and basolateral solutions and read at 492nm in a microplate 
reader (Biotek Instruments, PowerWave XS2, USA) for the phenol Red flux, or read at 
428nm (excitation wavelength) and 535nm (emission wavelength) using the Synergy 
H1 microplate reader (Biotek Instruments, USA) for the LY flux. The transepithelial flux 
(Ft) of both paracellular markers, taken as an index of paracellular permeability, was 
calculated as: 
Ft=Absa x 100/Absa+Absb 
where Absa is the Absorbance of the apical solution and Absb is the Absorbance of the 
basal solution.  
 
4. Immunocytochemistry for junctional proteins 
 Caco-2 and MDCK cell monolayers were fixed and kept in -20°C methanol until 
the indirect immunofluorescence reaction. After washing with phosphate buffered 




serum (FBS) in PBS for 30 min at room temperature (RT) and then incubated with 
primary antibodies (diluted in PBS plus 3% FBS – raised against claudins-1, -2, occludin 
and ZO-1) (Table V) overnight at 4°C. For occludin and ZO-1 detection, cells were 
treated with 0.1% Triton x-100 in PBS for 10 min previously to antibody incubation. 
Subsequently, monolayers were incubated for 1h with the specific FITC-conjugated 
secondary antibody (Sigma) and DAPI (Sigma, cat number D9542) (dilution 1:1000 in 
PBS plus 3% FBS) at RT. Monolayers were then washed five times with PBS, mounted 
with Vectashield (Vector Laboratories) and analyzed in the same microscopic session, 
using the same illumination/contrast parameters in order to compare fluorescence 
between treated and control groups (Leica TCS SP5 II microscope or Observer Z1 
microscope, Zeiss). The fluorescence degree for all the junctional proteins studied was 
measured using the free software Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/) in digital images 
obtained from 5 representative areas of each monolayer analyzed. Using the multi-
point tool, 60 points were randomly selected at the intercellular contact in every 
image sampled and expressed as arbitrary fluorescence units. Claudin-2 was only 
analyzed in MDCK cells since it was not immunodetected in Caco-2 with the antibody 
employed. In the case of the analysis of claudin-1 immunoreaction, we have used a 
scoring system to determine the degree of alteration of cell distribution of this 
junctional protein in MDCK cells after exposure to large intestine content. For that, 
each microscopic image of claudin-1 immunofluorescence was scored as follows: score 
0, normal distribution characterized by a continuous and linear labeling at the cell-cell 
contact region; score 1, altered distribution characterized by a discontinuous labelling 
at the cell-cell contact regions; score 2, altered distribution characterized by a marked 
decreased or absent intercellular labeling. The degree of alteration to the claudin-1 
junctional distribution in the MDCK cells was determined by calculating the score mean 
value for each experimental group according to this classification.  
 
5. Western Blot for junctional proteins 
 Caco-2 and MDCK monolayers were scrapped from 30mm inserts and 
homogenized in an anti-protease cocktail (composition: 10 mM imidazole pH 7.4; 4 
mM EDTA; 1 mM EGTA; 200 µM DTT; 0.5 µg/mL pepstatin A; 200 KIU/mL aprotinin; 




Inhibitors) for immunoblotting 5. An equal amount of proteins (20ug) was mixed with 
Laemmli sample buffer (30% of the aliquot volume) and separated by electrophoresis 
in 6.5% or 12% polyacrylamide gels, transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-
Rad) and stained with Ponceau S solution (Sigma) for checking the membrane transfer 
efficiency. Membranes were blocked with 5% dry skimmed milk, incubated with 
primary antibody to different tight junction proteins (claudins-1, -2, occludin and ZO-1) 
(Table V) followed by incubation with specific secondary antibody conjugated with 
horseradish peroxidase (HRP), rinsed and the signal was developed by an enhanced 
chemiluminescence kit (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo 
Fisher Scientific). Membrane images were acquired using the G:box system (Syngene - 
UK), band signals were quantified by optical densitometry (Image J) and then the 
membranes were reprobed using an anti-beta-actin as a loading control. Finally, 
optical densitometry values were expressed as a ratio of specific tight junction 
protein/beta-actin signal.  
 
 







Primary    
Rabbit anti-ZO-1 Invitrogen (61-7300) 1:50 1:500 
Mouse anti-Claudin-2 Invitrogen (32-5600) 1:50 1:200 - 1:500 
Rabbit anti-Claudin-1 Abcam (ab15098) 1:30 1:300 
Mouse anti-Occludin Invitrogen (33-1500) 1:50 - 
Rabbit anti-Occludin Abcam (ab31721) - 1:500 
Mouse anti-Beta-actin Sigma (A2228) - 1:200-1:1000 
Rabbit anti-Beta-actin Cell Signaling (4970S) - 1:700 
Secondary    
Goat anti-Rabbit FITC Sigma (F0382) 1:75 - 
Rabbit anti-Mouse FITC Sigma (7506) 1:75 - 
Goat anti-Rabbit HRP Sigma (A4914) - 1:500 - 1:1000 








6. Cell viability 
 Cell viability was evaluated by the neutral red uptake assay 108. Caco-2 and 
MDCK cells were seeded in 96-well plates; when fully confluent, the monolayers were 
exposed to luminal content from the small or large intestines of normal or prediabetic 
mice, or to Krebs solution for up to 24h. Subsequently, cells were incubated with 
neutral red dye (40µg/mL in Krebs solution) for 3h at 37°C; then, they were fixed with 
4% formaldehyde solution containing 1% calcium chloride and the stain solubilized in 
1% acetic ethanol for 15 min at 37°C. Finally, the absorbance was measured at 570nm 
using a microplate reader (PowerWave XS2), and the cell viability was expressed as the 
percentage in relation to the mean of absorbance values of the Krebs solution-exposed 
monolayers (taken as 100%).  
 
7. Statistical analyses 
 Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism, version 5.00 for 
Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). For numerical results, data were 
expressed as the means ± standard error of the mean (SEM). For multiple comparisons 
among experimental groups, we have used the One or Two-way analysis of variance 
(ANOVA) followed by the Bonferroni's post-test. For the metabolic parameters of mice, 
statistical significance was assessed using Student's t-test (two-tailed). Statistical 




 In order to confirm the prediabetic state in our animal model, we have 
measured the weight gain, fast and postprandial glycemia, before collecting the 
intestinal luminal content. As expected, high-fat diet (HFD)-fed mice displayed 
significant body weight gain (Ctrl 31.82 ± 0.67 (17) vs. HFD 41.89 ± 1.19 (17) grams, 
P<0.0001), a postprandial hyperglycemia (Ctrl 140.8 ± 2.30 (6) vs. HFD 181.8 ± 12.94 (5) 
mg/dL, P<0.001) associated with increased fasting glycemia (Ctrl 79.62 ± 3.22 (13) vs. 
HFD 96.08 ± 5.67 (12) mg/dL, P<0.05). These alterations are in accordance with our 




the development of prediabetes in C57BL/6J mice after 60 days of treatment with the 
HFD. 
 Exposure of small intestine luminal content (SI) from HFD-fed prediabetic mice 
(HFD-SI) induced a significant time-dependent decrease in the TEER, starting from 4h 
after exposure (P<0.001) in Caco-2 monolayers, as compared to the control 
counterparts exposed to SI from normal mice (Ctrl-SI) and that exposed to Krebs buffer 
only (Krebs-Ctrl) (P<0.05, Fig. 3.1a). When compared to Krebs-exposed Caco-2 cells, 
those exposed to SI content from normal mice (Ctrl-SI) also induced a reduction in 
TEER that was comparatively less pronounced than that induced by SI from prediabetic 
mice (HFD-SI) (Fig. 3.1a). The epithelial paracellular permeability (Pp) assay showed 
that this TEER decrease was accompanied by a significant increase in the basal-to-
apical phenol red flux (Fba) across Caco-2 monolayers exposed to HFD-SI and Ctrl-SI at 
6h (in relation to Krebs, P<0.05) and at 24h (P<0.001) which was greater in HFD-SI-
treated cells in relation to Ctrl-SI-treated ones (P<0.01; Fig. 3.1b). As for the large 
intestinal luminal content (LI), exposure to either LI isolated from prediabetic (HDF-LI) 
or normal (Ctrl-LI) mice induced a subtle, but significant in the case of Ctrl-LI, increase 
in the TEER across Caco-2 monolayers as compared to Krebs-exposed monolayers 
(Krebs-Ctrl group) (P<0.01; Fig. 3.1a). Surprisingly, both treatments equally increased 
the epithelial Pp to phenol red in Caco-2 in comparison with the Krebs-Ctrl group 
(P<0.001; Fig. 3.1b). In order to check this apparent inconsistency between TEER and 
Pp data, we have tested another paracellular marker, the LY. The Pp to LY showed a 
slight increase in the transepithelial flux of this marker after Caco-2 exposure to LI for 
24h compared to Krebs, which was only significant in the case of the LI isolated from 
prediabetic mice (HFD-Li) (Flux apical-to-basal of LY: Krebs-Ctrl group= 13.22  1.10% 
(5); Ctrl-LI= 15.24  2.07% (5); HFD-LI= 18.76  1.19 % (5)*; *P<0.05 Krebs-Ctrl vs HFD-
LI; t-Student, two-tailed). 
 Similar results were obtained with the MDCK cells, although in general, this cell 
line displayed a higher sensitivity to exposure to intestinal content than Caco-2. The 
TEER measurement showed that both Ctrl-SI and HFD-SI exposure reduced significantly 
this parameter from 4h up to 24h of treatment (P<0.001) in relation to Krebs-Ctrl 




significantly lower than the Ctrl-SI ones, reaching nearly zero value after 6-8h of 
treatment (Fig. 3.1c), which was associated with an increased epithelial Pp at 4h 
(P<0.001 in relation to Krebs and P<0.01 in relation to Ctrl-SI; Fig. 3.1d), and being 
markedly enhanced after 24h (P<0.001 in relation to Krebs). As in Caco-2 cells, Ctrl-LI 
and HFD-LI exposure induced a tendency of increase in TEER across MDCK monolayer 
(Fig. 3.1c), which was accompanied by a significant increase in epithelial Pp to phenol 
red already observed at 4h (P<0.05; Fig 1d), which was even greater after 24h, specially 
in the case of treatment with HFD-LI (P<0.001 in relation to Krebs; P<0.05 in relation to 
Ctrl-LI). This finding was confirmed by the LY flux assay that showed a tendency of 
increase in paracellular permeability after exposure of MDCK monolayers to HFD-LI in 
comparison to those treated with Ctrl-LI or exposed to Krebs only (apical-to-basal flux 
of LY: Krebs-Ctrl group= 7.88  0.21% (5); Ctrl-LI= 8.03  0.13% (5); HFD-LI= 9.11  0.53 
% (5)*; *P=0.076 Ctrl-LI vs HFD-LI; t-Student, two-tailed). 
 As seen in Fig. 3.1a and 3.1c, Ctrl-SI and HFD-SI induced a marked decrease in 
TEER in both Caco-2 and MDCK cells after 6h and 4h respectively, that may suggest a 
cytotoxicity and/or impairment of cell adhesion after exposure to intestinal luminal 
content. In order to investigate this possibility, cell viability was assessed by neutral 
red uptake assay and cell morphology analyzed by phase contrast microscopy (Fig. 
3.2). The neutral red absorbance showed that the short-term exposure to all 
experimental conditions tested induced no significant changes in cell viability in Caco-2 
cells (at 6h, Fig. 3.2f) or MDCK cells (at 4h, Fig. 3.2r), while HFD-SI exposure resulted in 
changes in cell morphology from a typical polyhedral shape to a globular or fusiform 
morphology in Caco-2 (Fig. 3.2c) and MDCK cells (Fig. 3.2o), respectively. In contrast, a 
more prolonged exposure (24h) to intestinal luminal content led to an overall 
reduction in cell viability in both cell lines, although MDCK cells seemed to be more 
affected than Caco-2 cells (i.e., after SI exposure, the cell viability was less than 4% in 
MDCK cells while Caco-2 cells displayed a viability around 35-60%). In addition, the 
deleterious effect of SI exposure on cell viability was more pronounced than that seen 
after LI, while HFD-SI (P<0.0001 in Caco-2 and MDCK) and HFD-LI treatment (P<0.01 in 
Caco-2; P<0.0001 MDCK cells) resulted in a lower cell viability index in comparison with 




decrease in cell viability after 24h exposure to Ctrl-SI and HFD-SI was associated with 
some cell loss or with a complete cell detachment from the substrate in Caco-2 (Fig. 
3.2 h,i) and MDCK cells (Fig. 3.2 t,u), respectively. Meanwhile, after 24h, only HFD-LI 
induced some cell loss in both Caco-2 and MDCK monolayers.  
In order to assess the changes in TJ structure after intestinal content exposure, 
monolayers were immunolabeled for some junctional proteins (claudins-1 and 2, 
occludin, and ZO-1) and the junctional content was determined by a semi-quantitative 
analysis. Since we observed, as described above, that 24h exposure to small intestinal 
luminal content (SI) resulted in massive cell detachment in MDCK as well as in Caco-2 
cells after HFD-SI, all the following experiments were performed at shorter time 
periods (at 6h for Caco-2 and at 4h for MDCK cells). In the case of the large intestine 
luminal content, the cells were exposed up to 24h. The small intestine luminal content 
isolated from prediabetic mice (HFD-SI) induced a significant reduction in the 
junctional content of claudin-1 and occludin after 6h of Caco-2 exposure in comparison 
with those exposed to Ctrl-SI from normal mice (P<0.0001 Fig. 3.3d, h). In addition, 
Ctrl-SI-exposed Caco-2 monolayers displayed a significant decrease in occludin and ZO-
1 junctional content as compared to Krebs-exposed monolayers (P<0.0001 Fig. 3.3h 
and 3.3l). As for the large intestine luminal content, both Ctrl-LI and HFD-LI induced a 
significant decrease in ZO-1 junctional content (P<0.0001, Fig. 3.4l) after 24h exposure, 
however, both experimental conditions did not change significantly the junctional 
content of claudin-1 (Fig. 3.4d) and occludin (Fig. 3.4h). Immunoblotting showed that 
Ctrl-SI (P<0.05) and HFD-SI (P<0.01) significantly reduced the total amount of occludin 
in Caco-2 cells (Fig. 3.5-b) as compared to Krebs-exposed monolayers, but did not 
affect the cell expression of claudin-1 (Fig. 3.5a) and ZO-1 (Fig. 3.5c). Furthermore, Ctrl-
LI and HFD-LI induced no significant alteration to the total amount of TJ proteins as 
revealed by immunoblotting (Fig. 3.5 d-f). 
 Regarding the MDCK cells, we observed a similar change in junctional content 
and expression of TJ proteins to that seen with Caco-2 cells after exposure to SI and LI, 
although MDCK monolayers seemed to display higher sensitivity to these experimental 
conditions than Caco-2 cells. Exposure for 4h to small intestine luminal content (SI) 




claudin-1 (Fig. 3.6 a-d), claudin-2 (Fig. 3.6 e-h), and occludin (Fig. 3.6 i-l), but only HFD-
SI reduced ZO-1 junctional content (Fig. 3.6 m-p) in relation to Krebs-exposed 
monolayers (P<0.0001). Overall, TJ protein reduction was more prominent in MDCK 
monolayers exposed to HFD-SI (P<0.0001) in relation to Ctrl-SI, except for claudin-2 
(Fig. 3.6 e-h). Regarding the large intestine luminal contents, Ctrl-LI and HFD-LI 
dramatically changed claudin-1 cellular distribution after 24h (Fig. 3.7 a-d). The 
immunodetection of claudin-1 showed that the typical intercellular labeling, 
characterized by a continuous line at the cell-cell contact site (as seen in Krebs - Fig. 
3.7a) was disrupted in MDCK cells after LI exposure. After 24h-treatment, claudin-1 
was internalized into the cytoplasm and the remaining protein at the intercellular site 
had a diffuse appearance. These observations were confirmed quantitatively as shown 
in Figure 3.7d that also revealed that these effects were even more marked after 
exposure to HFD-SI as compared to Ctrl-SI. As for the other TJ proteins, exposure to LI 
luminal content did not change the cell distribution of these proteins, although altered 
their junctional content as shown by a semi-quantitative analysis of the 
immunofluorescence images (Fig. 3.7). Ctrl-LI exposure for 24h increased occludin (Fig. 
3.7 i-l), but reduced claudin-2 junctional content (Fig. 3.7 e-h) in relation to Krebs 
(P<0.0001). Meanwhile, HFD-LI induced a significant decrease in claudin-2 (Fig. 3.7 e-
h), occludin (Fig. 3.7i-l), and ZO-1 junctional content (Fig. 3.7 m-p) in relation to Krebs 
and Ctrl-LI (P<0.0001). Immunoblotting analysis showed that, in comparison with the 
Krebs-exposed monolayers, Ctrl-SI and HFD-SI exposure to MDCK cells reduced the 
total amount of occludin (Fig. 3.8c), that was relatively more pronounced after HFD-SI 
(P<0.01) than Ctrl-SI (P<0.05). Meanwhile, no significant changes in claudin-1 (Fig 3.8a), 
claudin-2 (Fig. 3.8b), and ZO-1 (Fig. 3.8d) cell amount were seen after exposure to 
small intestine luminal contents either from normal or prediabetic mice. As for LI 
content exposure, immunoblotting revealed reduction of cellular content of all the 
junctional proteins analyzed (Fig. 3.8 e-j), that was statistically significant in the case of 
claudin-1 (Fig. 3.8e), claudin-2 (Fig. 3.8f), and occludin (Fig. 3.8g), being overall even 







 In this study, we investigated, using an in vitro system, the current idea that an 
impairment of the intestinal barrier can be a contributing factor in the T2DM 
pathogenesis and may be triggered by an agent found within the intestinal 
environment 14,101,147. For that, epithelial cell lines were exposed to the intestinal 
content isolated from normal and prediabetic mice. We demonstrated that the in vitro 
exposure to intestinal luminal content induces cell detachment from the substrate as 
well as significant changes in cellular distribution and/or junctional content of several 
TJ proteins in Caco-2 and MDCK cells that were indicative of disruption of the epithelial 
barrier. These alterations were, in general, more pronounced after exposure to 
intestinal luminal content isolated from prediabetic mice than that from normal mice, 
which is in agreement with the ongoing hypothesis 98,100,101. MDCK cells displayed a 
more severe response to the exposure of intestinal content than Caco-2 cells, which 
may be related to the intestinal origin of the latter in contrast with the renal origin of 
the former. In addition, exposure to small intestinal luminal content resulted in 
alterations to the TJ structure that were more significant than those after large 
intestinal luminal content. 
 T2DM has a complex pathogenesis characterized initially by the development of 
a deficiency of peripheral tissues (mainly liver, adipose, and muscular tissues) to 
respond adequately to insulin which leads to a permanent hyperglycemic state 4,112. 
Recently, it has been suggested that an imbalance in the intestinal bacterial population 
may be associated with the development of T2DM 146,147. It is known that HF diet 
changes the intestine environment leading to a microbiota shift that, in turn, may 
cause several metabolic disorders 14,98–100. According to this hypothesis, an impaired 
microbiota is linked to a higher intestinal permeability and endotoxemia (due to the 
increased plasma LPS levels) that may lead to insulin resistance and finally to 
hyperglycemia 14,17,38,92. In addition to the dysbiosis, the ingestion of a HF diet can 
induce several alterations in the intestinal environment, such as an increased biliary 
juice secretion 101, high fatty acid and glucose levels and decreased intestinal alkaline 
phosphatase activity 37. All these factors could potentially contribute to an increased 




hypothesis, the epithelial barrier dysfunction was more pronounced after exposure to 
intestinal luminal content isolated from high-fat diet-fed prediabetic mice than that 
from normal mice, particularly the small intestine content. 
 In Caco-2 monolayers, exposure to luminal content of the small intestine (SI) for 
6h induced significant disruption of the epithelial paracellular barrier as revealed by 
the decrease in TEER and increase in transepithelial flux of a paracellular marker, that 
were associated with a decrease in the junctional content of TJ structural proteins such 
as claudin-1, occludin and ZO-1. In the case of occludin, the decrease in its junctional 
content occurred in parallel with a reduction in cellular expression of this protein as 
shown by Western Blot. All these alterations were more marked after exposure to 
HFD-SI in comparison with those from Ctrl-SI group. The claudin-1 and occludin make 
up the TJ strands and determine the tightness of the paracellular barrier while the    
ZO-1 is a known scaffold protein that plays a regulatory role of the TJ function 
48,56,57,117. Similar changes to that described herein, regarding the cellular distribution 
and expression of these proteins, have been directly related to the disruption of 
epithelial TJ function in other in vitro and in vivo conditions 14,37,101,108.  
 In MDCK monolayers, alterations to the epithelial barrier function/structure 
were also seen, although they occurred earlier, after 4h of exposure to SI, and, in 
general, were more significant in comparison with those seen with Caco-2, as well as 
more expressive in cells exposed to HFD-SI compared to Ctrl-SI-exposed monolayers. 
Besides the claudin-1, that is known as a barrier-forming claudin 50,82, we have also 
investigated the cell distribution and expression of the pore-forming claudin-2 in 
MDCK cells. Interestingly, the junctional amount of this protein was significantly 
reduced in Ctrl-SI-treated monolayers and, to a lesser extent, in HFD-SI-treated cells in 
comparison with Krebs-exposed ones, which suggests a slight strengthening of the 
paracellular barrier to ions by agents from the intestine lumen. A relatively higher 
junctional content of claudin-2 was seen after HFD-SI exposure, which is in line with 
the data showing a more significant reduction in TEER (a parameter that measures the 
ionic flux across the monolayers) observed in the HFD-SI-treated MDCK cells compared 
to the Ctrl-SI-treated ones. The disruption of the TJ structure seen after exposure to SI 




viability and cell attachment to the substrate was detected, by the neutral red assay, 
after short-term treatment (up to 6h) with SI content. Taken all together, our data 
suggest that components of the small intestine lumen, especially that isolated from 
prediabetic mice, can modulate, at short-term, the TJ proteins, leading to a decrease in 
the paracellular barrier function, particularly to molecules, in epithelial cell lines 
studied. 
 In contrast, a more prolonged exposure to SI content (24h) induced a significant 
decrease in cell viability as well as led to cell detachment from the substrate in Caco-2 
cell, but particularly in MDCK cells, which prevented further morphological analysis of 
these cell monolayers. This marked decrease in viability observed in our study 
indicates that components of the intestine luminal content were deleterious, after a 
relatively long-term exposure, to the cell lines tested herein. The epithelial cells 
themselves, as well as their TJs, are important components of the intestinal barrier 
along with the mucus secreted by the goblet cells and the antimicrobial agents 
secreted by the cells of the immune system 27,29,160. The mucins are in close contact 
with the enterocytes, forming a layer at the apical surface of these cells to avoid direct 
contact of the epithelium with commensal bacteria and toxic agents that may be 
present within the luminal content 27,29,33. Although the isolated luminal content may 
contain some mucins, the formation of a protective mucus layer, as occurs in vivo, 
would not be expected in our in vitro system. In addition, neither Caco-2 nor MDCK cell 
lines are known to be mucus-secreting cells 161,162. Therefore, the lack of a protective 
barrier, provided by the mucus and immune cells, can explain the direct cytotoxic 
effects of exposure to SI content to our in vitro model. 
  In comparison with the SI luminal content, both cell lines displayed a different 
response to the exposure to large intestinal luminal content (LI). In Caco-2 cells, both 
Ctrl-LI and HF-LI exposure induced an increase in TEER that was, surprisingly, 
associated with a significant increase in the transepithelial flux of phenol red in both 
groups and, in the case of LY flux, an increased epithelial permeability was seen only 
after HF-LI. Although the measurements of TEER and transepithelial flux are 
recognizable assays to assess the integrity of the epithelial barrier 105,110,163, they in fact 




epithelial permeability to ions while the flux assay, the permeability to molecules. It is 
known that the TJ channels to ions and molecules are formed by different claudins 
and, therefore, they can be independently regulated 82. At the moment, we do not 
have a definitive explanation for the discrepancy seen between the measurements of 
these two parameters after exposure of Caco-2 to LI content. One possibility is that the 
increase in transepithelial flux may be a result, at least in part, of cell loss or increase in 
membrane permeability due to cell death seen after exposure to LI content. 
Interestingly, a direct correlation was seen between the viability level (assessed by 
neutral red assay) and changes in the transepithelial flux particularly of Lucifer Yellow 
after LI exposure in Caco-2. Alternatively, the increase in transepithelial flux may also 
reflect a disruption of TJ structure, although no marked changes in distribution and 
expression of some junctional proteins were seen after LI exposure (except for ZO-1). 
Nevertheless, Caco-2 cells express several barrier-forming claudins and TJ-associated 
proteins (such as Cld-3, -4, -5, tricellulin and JAM-A) 73,101,164,165, besides those studied 
herein, that could be altered and contributing to an increase in paracellular 
permeability after LI exposure. Meanwhile, the increase in TEER may be a result of a 
decreased expression of pore-forming claudins, that were not evaluated in our study 
but have been shown to be expressed in Caco-2 cells 68,165, which would lead to a 
significant reduction in the number of ion channels within the TJ, overcoming the ion 
passage through pathways opened by TJ disruption and/or by cell loss/death within 
the monolayer. 
 In contrast with Caco-2 cells, the LI luminal content induced striking changes in 
the structure and function of the TJ-mediated barrier in MDCK cells. Monolayers 
exposed to LI content exhibited significant increase in paracellular permeability in 
comparison with the Krebs-exposed ones. Interestingly, this increased paracellular 
pathway to phenol red as well as to Lucifer Yellow was significantly greater after 
exposure to HFD-LI than to Ctrl-LI content, which can be partly explained by the 
disruption in TJ structure, and in addition by the cell detachment/death (revealed by 
the neutral red viability assay). HFD-LI exposure induced a significant decrease in the 
junctional content of occludin and ZO-1 as well as led to a marked cellular 




seen, at lessen intensity, in Ctrl-SI-treated MDCK cells. Claudin-1 is known to be 
constantly recycled in MDCK and Caco-2 cells 138,141,166. Inhibition of the endosomal 
sorting complexes required for protein transport (ESCRT) has been shown to result in 
similar alterations to that observed in MDCK exposed to LI, i.e. accumulation of 
claudin-1 within the cytoplasm without altering the location of occludin and ZO-1 138. 
As revealed by Western Blot, these changes in immunolocalization of junctional 
proteins were accompanied by significant decrease in cellular expression of occludin 
and claudin-1 and a tendency of decrease in the case of ZO-1 after SI treatment. 
Similarly to that seen in Caco-2 cells, the LI-induced increase in transepithelial flux of 
the markers tested was not accompanied by an expected change in TEER in MDCK 
cells. As proposed for Caco-2 cells, the lack of significant change in TEER seen across 
MDCK monolayers after SI exposure may be explained by a reduction in ion channels 
within the TJ as confirmed by the significant decrease in expression of the pore-
forming claudin-2 observed in this cell line at this experimental condition.  
 Overall, our data revealed a greater sensitivity of MDCK cell line, as compared 
to Caco-2 cells, to the exposure of the intestinal content, which is probably related to 
the renal origin of MDCK cells 153, therefore, not being adapted to intestinal 
microorganisms and luminal components. Meanwhile, the luminal content of the large 
intestine, either isolated from normal and prediabetic mice, did not induce marked 
changes in the Caco-2 cell line, which may be explained by the fact that this cell line 
originates from a colon adenocarcinoma 152,167, thus displaying defense mechanisms 
against deleterious components found within the LI lumen. In addition, the 
concentration of short chain fatty acids (SCFA), which are final fermentation products 
of nonabsorbable dietary components by the intestinal microbiota 168, is expected to 
be higher in the large intestine as compared to small intestine because of the relative 
abundance of microorganisms in the former 169. SCFA are well known to be one of the 
most important energy sources of colonocytes, being the butyrate responsible for 
about 70% of this energy 170,171 and also known to display a significant inhibitory action 
on the damaging effects of HFD to the intestinal epithelial barrier 119. 
 The most striking finding of the present study was that the intestinal content 




epithelial barrier than obtained that from normal mice. The changes in TJ structure 
described herein, involved a significant reduction in the junctional content of TJ 
proteins (claudins-1, -2, occludin and ZO-1) that was associated with a decrease in 
cellular expression in the case of claudins-1, -2, and occludin. TJ is a very dynamic 
structure and post-translational modifications such as phosphorylation, palmitoylation, 
and ubiquitination may lead to recycling of TJ proteins (from the junctional region to 
cytoplasm, and vice versa) or to the degradation route 79,82,138. Components of the 
intestinal lumen, mainly those isolated from HFD-fed mice, may activate/inhibit one of 
these regulatory processes, resulting in the alterations to the TJ structure and function 
described in our in vitro system.  
 A question, that still remains, is which components of the intestinal lumen can 
be accounted for these effects on the epithelial barrier. In the intestinal luminal 
content, besides the microbiota and its secreted products (toxins), there is the 
presence of proteolytic enzymes of gastric, pancreatic and intestinal origin and 
components of biliary secretion that participate in the process of digestion and 
absorption of nutrients. All these components, when dysregulated, may cause 
deleterious effects to the epithelial barrier 14,124,125,172. It has been shown that HFD-fed 
mice display a shift in the intestine microbiota, which is linked with an increase in the 
plasma LPS concentration resulting in an inflammation process locally and systemically 
14,99,150,151. Ramadan et al. 173 have demonstrated, in co-culture of Caco-2 and U937 
(macrophage) cells, that exposure to LPS, LPS/TNF, and LPS/IL-6 induce disruption of 
epithelial barrier function revealed by a decreased TEER, an increased paracellular 
permeability associated with significant change in the junctional immunolocalization of 
occludin. Suzuki & Hara 101 have observed that exposure of Caco-2 monolayers to 
biliary juice and fat emulsion resulted in enhancement of the paracellular permeability 
and significant decrease in occludin, claudins-1, -3 and JAM-1 cell expression. 
Interestingly, the same authors showed that HFD induces a marked increase in bile 
acid plasma concentration in mice. In addition, endogenous and exogenous proteases 
(such as those secreted by microorganisms) in the luminal content may increase 
paracellular permeability via a specific receptor on the cell membrane or by acting 




zonulin (a human analog to zonula occludens toxin secreted by Vibrio cholerae), which 
is released during inflammatory and infectious processes, acts through a protein kinase 
C-dependent mechanism that leads to TJ breakage 88,89. Taken all together, our results 
are in line with other studies in the literature, suggesting that HF diet may disturb the 
intestinal luminal environment, and, in turn, modulates epithelial barrier function and 
induces changes in TJ structure of Caco-2 and MDCK cells. Further investigation will 
shed light on which component of the intestinal lumen, found especially in the 






Figure 3.1 – Exposure to luminal content of small intestine (SI) or large intestine (LI) isolated 
from control (Ctrl) and high fat-fed (HFD) prediabetic mice induced changes in the 
transepithelial electrical resistance (TEER) and transepithelial paracellular flux (basal to 
apical) of phenol red in Caco-2 and MDCK monolayers.  
Ctrl-SI and HFD-SI induced a time-dependent decrease in the TEER in both Caco-2 (a) and 
MDCK cell lines (c), as compared to Krebs-exposed monolayers; the reduction in TEER was 
even greater after HFD-SI than that after Ctrl-SI. These changes in TEER was paralleled by an 
increase in epithelial paracellular permeability (Pp) of the marker, phenol red (b, d). In 
contrast, Ctrl-LI and HFD-LI did not induce significant alteration to the TEER of Caco-2 and 
MDCK (a, c), however the epithelial Pp of phenol red was significantly increased after 24h in 
comparison to Krebs-exposed monolayers (b, d). Initial TEER mean value (0h, before luminal 
content exposure) was taken as 100% in comparison to the followed time points measured in 
15-19 monolayers from 4-5 independent experiments (Two-way ANOVA and Bonferroni’s test). 
Apical phenol red absorbance was expressed as percentage in relation to the sum of 
basal+apical solution absorbance (taken as 100% phenol red concentration) of 4-14 
monolayers from 1-4 independent experiments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.0001 in relation to 
Krebs; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.0001 in relation to its respective Ctrl (One-way 1way ANOVA 










Figure 3.2 – Cell morphology and viability of Caco-2 and MDCK monolayers after exposure to 
luminal content of small intestine (SI) or large intestine (LI) isolated from control (Ctrl) and 
high fat-fed (HFD) prediabetic mice.  
Cell morphology was observed by contrast-phase microscopy (a-e, g-k, m-q, s-w) and cell 
viability was assessed by neutral red uptake assay (f,l,r,x) after intestinal luminal content 
exposure. At 6h and 4h, Caco-2 and MDCK monolayers, respectively, did not show significant 
changes in cell viability in relation to Krebs. However, after 24h, Ctrl-SI and HFD-SI induced 
decreased cell viability and cell loss/monolayer detachment in both cell lines , that were more 
pronounced in MDCK (t,u) than in Caco-2 cells (h, i). At 24h, HFD-LI induced some cell loss in 
both Caco-2 (k) and MDCK monolayers (w), but Ctrl-LI was only deleterious to MDCK 
monolayers (v). Images a-e; g-k; m-q; s-w represent Caco-2 and MDCK cell monolayers exposed 
to intestinal luminal contents (SI, LI) from normal (Ctrl) or prediabetic mice (HFD) or to Krebs 
buffer. Graphs f, l, r, and x depict neutral red uptake absorbance, expressed as percentage in 
relation to Krebs neutral red absorbance mean values (taken as 100%) of 9 to 24 monolayers 
from 2 independent experiments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.0001 in relation to Krebs (One-






Figure 3.3 – Intercellular distribution and content of tight junctional proteins in Caco-2 
monolayers after exposure to luminal content of small intestine (SI) isolated from control 
(Ctrl) and high fat-fed (HFD) prediabetic mice. Imagens a-c, e-g, i-k display the tight junction-
associated proteins evaluated by immunofluorescence in Caco-2 monolayers (immunolabeled 
for claudin-1, occludin, and ZO-1 in green - FITC; DAPI/nuclei in blue). The junctional 
fluorescence degree analysis at cell-to-cell contact showed a significant decrease in claudin-1 
(d), occludin (h) and ZO-1 (l) after 6h exposure to HFD-SI (d) in relation to Ctrl-LI and Krebs-
exposed monolayers (n=4-5 monolayers/group). In addition, Ctrl-SI also reduced significantly 
the junctional fluorescence pixel density of occludin (h) (n=5-6 monolayers/group) and ZO-1 (l) 
(n=4-5 monolayers/group) after the same period of time in relation to Krebs. Scale bar, 50µm. 
***P<0.0001 in relation to Krebs; ###P<0.0001 in relation to Ctrl-SI (One-way ANOVA and 






Figure 3.4 – Intercellular distribution and content of tight junctional proteins in Caco-2 
monolayers after exposure to luminal content of large intestine (LI) isolated from control 
(Ctrl) and high fat-fed (HFD) prediabetic mice.  
Imagens a-c; e-g; i-k display the junctional tight junction-associated proteins evaluated by 
immunofluorescence in Caco-2 monolayers (immunolabeled for claudin-1, occludin, and ZO-1 
in green - FITC; DAPI/nuclei in blue). The junctional fluorescence degree analysis at cell-to-cell 
contact showed only a significant decrease in ZO-1 after 24h exposure to Ctrl-SI and HFD-SI (l) 
(n= 5 monolayers/group). However, no change was observed in the junctional fluorescence 
pixel density of claudin-1 (d) (n= 5 monolayers/group) and occludin (h) (n= 6 
monolayers/group) after treatments in comparison with Krebs. Scale bar, 50µm. ***P<0.0001 







Figure 3.5 – Immunoblotting analysis of Caco-2 monolayers exposed to luminal content of 
the small intestine (Ctrl-SI; HFD-SI) and large intestine (Ctrl-LI; HFD-LI) isolated from control 
(Ctrl) and high fat-fed (HFD) mice.  
The optical density analysis of the TJ-associated proteins from Caco-2 homogenates was 
performed in membranes obtained by Western Blot. Exposure to small intestine content for 6h 
induced a decrease in occludin (b, n=8-9/group) that was more pronounced after HFD-LI than 
Ctrl-LI, however did not change claudin-1 (a, n=8-9/group) and ZO-1 (c, n=8/group) cell content 
in relation to Krebs. Similarly, exposure to large intestine content for 24h showed no 
significant alteration of claudin-1 (d, n=6/group), occludin (e, n=6/group), and ZO-1 (f, 
n=6/group) in Caco-2 monolayers. Beta-actin was employed as loading control. Results are 
expressed as means ± SEM. *P<0.05 **P<0.01 in relation to Krebs (One-way ANOVA and 






Figure 3.6 – Intercellular distribution and content of tight junctional proteins in MDCK 
monolayers after exposure to luminal content of small intestine (SI) isolated from control 
(Ctrl) and high fat-fed (HFD) prediabetic mice.  
Imagens a-c, e-g, i-k, m-o display the junctional tight junction-associated proteins evaluated by 
immunofluorescence in MDCK monolayers (immunolabeled for claudin-1, claudin-2, occludin, 
and ZO-1 in green - FITC; DAPI/nuclei in blue). The junctional fluorescence degree analysis at 
cell-to-cell contact showed a significant decrease in claudin-1 (d), claudin-2 (h), occludin (l), 
and ZO-1 (p) after 4h exposure to SI in relation to Krebs (n=4-6 monolayers/group), which was 
even greater when exposed to HFD-SI (except for claudin-2) as compared to Ctrl-LI. Scale bar, 
50µm. ***P<0.0001 in relation to Krebs; ###P<0.0001 in relation to Ctrl-SI (One-way ANOVA 






Figure 3.7 – Intercellular distribution and content of tight junctional proteins in MDCK 
monolayers after exposure to luminal content of large intestine (LI) isolated from control 
(Ctrl) and high fat-fed (HFD) prediabetic mice. 
Imagens a-c, e-g, i-k, m-o display the tight junction-associated proteins evaluated by 
immunofluorescence in MDCK monolayers (immunolabeled for claudin-1, claudin-2, occludin, 
and ZO-1 in green - FITC; DAPI/nuclei in blue). As seen in images a-c, exposure to Ctrl-LI (b) 
induced major changes in intercellular distribution of claudin-1, which were even greater after 
HFD-Li (c), as confirmed quantitatively (d) as compared to Krebs (a). In addition, HFD-LI 
induced a decrease in claudin-2 (h), occludin (l), and ZO-1 (p) after 24h exposure to MDCK 
monolayers in relation to Krebs and Ctrl-LI (n=4-6 monolayers/group). Scale bar, 50µm. 
***P<0.0001 in relation to Krebs; ###P<0.0001 in relation to Ctrl-SI (One-way ANOVA and 






Figure 3.8 – Immunoblotting analysis of MDCK monolayers exposed to luminal content of the 
small intestine (Ctrl-SI; HFD-SI) and large intestine (Ctrl-LI; HFD-LI) isolated from control (Ctrl) 
and high fat-fed (HFD) mice. 
The optical density analysis of the TJ-associated proteins from MDCK homogenate was 
performed in membranes obtained by Western Blot. Exposure to small intestine content for 4h 
induced a decrease in occludin (c, n=8/group) that was more pronounced after HFD-LI that 
Ctrl-LI, however did not change claudin-1 (a, n=7-8/group), claudin-2 (b, n=7-8/group), and ZO-
1 (d, n=8-9/group) content in relation to Krebs. As for the large intestine content, both Ctrl-LI 
and HFD-Li exposure for 24h induced a significant decrease in claudin-2 (f, n=5/group), and 
occludin cell content (g, n=7/group), being even more pronounced after HFD-LI than Ctrl-LI, 
exposure in relation to Krebs. Beta-actin was employed as loading control. Results are 
expressed as means ± SEM. *p<0.05 **P<0.01 ***P<0.0001 in relation to Krebs (One-way 






EFEITO DE ÁCIDOS GRAXOS LIVRES SOBRE A FUNÇÃO E 
ESTRUTURA DA BARREIRA EPITELIAL INTESTINAL IN VITRO 
 
INTRODUÇÃO 
 A ingestão de dieta rica em lipídeos está associada a diversas modificações 
metabólicas sistêmicas e do ambiente intestinal. Dentre as disfunções metabólicas, 
temos a dislipidemia caracterizada por altos níveis plasmáticos de colesterol, 
triglicerídeos e ácidos graxos livres, os quais tem um efeito direto sobre a indução e/ou 
agravamento do quadro de resistência periférica à insulina, um dos principais sinais 
clínicos do DMT2 4–7,174,175. Ainda, o efeito lipotóxico sobre a função secretora da célula 
beta pancreática e sua repercussão na evolução do diabetes tem sido bem 
documentado 8,176. Quanto à ação sobre a função gastrointestinal, há evidências que a 
exposição à dieta hiperlipídica resulta em desequilíbrio da microbiota intestinal 38, 
aumento da secreção de sais biliares 101 e diminuição da atividade da proteína 
fosfatase alcalina no intestino e no fígado 17,37. Essas alterações podem potencialmente 
contribuir para o aumento da permeabilidade intestinal, e, como consequência, levar à 
endotoxemia e inflamação de baixo grau (local e sistêmica), que, por sua vez, podem 
atuar no desenvolvimento de resistência periférica à insulina e DMT2 14,17,38,92,157–159. 
 A integridade da barreira epitelial intestinal é essencial para a regulação da 
permeabilidade intestinal, ou seja, essa estrutura tem como função permitir a 
absorção de nutrientes e, ao mesmo tempo, impedir/limitar que componentes 
potencialmente tóxicos ou prejudiciais, presentes no conteúdo luminal, consigam 
alcançar a corrente sanguínea 28,49,117. As junções de oclusão (JO) são complexos 
proteicos altamente reguláveis e responsáveis por manter a coesão entre os 
enterócitos e limitar a permeabilidade intestinal pela via paracelular, desta forma, 





 Como reportado nesta Tese, a ingestão de DH induz pré-diabetes após 60d e 
alterações estruturais na JO do epitélio intestinal em camundongos (Capítulo 2). Além 
disso, esses animais apresentam alteração do conteúdo luminal que induz 
deterioração na estrutura e função da JO in vitro (Capítulo 3). Como possíveis 
componentes do conteúdo intestinal que poderiam estar envolvidos no fenômeno, 
temos os lipídeos que estariam em alta concentração no lúmen intestinal, devido à 
própria ingestão da DH, e alterados sistemicamente devido à dislipidemia, como 
verificado no nosso modelo in vivo (Capítulo 2). A principal fonte de lipídeos da DH é a 
gordura de origem suína (banha) e o óleo vegetal, sendo compostos principalmente 
por colesterol, triglicerídeos e por ácidos graxos livres, dentre os quais se destacam os 
ácidos palmítico (AP), o oleico (AO) e o linoleico (AL) 177. O AP (C16:O), o AO (C18:1n9) 
e o AL (C18:2n6) constituem os principais ácidos graxos livres, do tipo saturado, 
moninsaturado e poliinsaturado, respectivamente, encontrados no plasma humano 
178–180. Tem sido demonstrado que os níveis plasmáticos desses ácidos graxos estão 
aumentados tanto em pacientes obesos como em diabéticos 178,179,181–183. Há 
evidências que os ácidos graxos podem causar ambas resistência periférica e 
inflamação nos tecidos alvos da insulina (músculo esquelético, tecido adiposo, figado e 
endotélio) 174,175, comprometer a função secretora e viabilidade/proliferação da célula 
beta pancreática 8,176,184 e, portanto, constituem um importante elo entre a obesidade, 
a resistência periférica à insulina, a inflamação, a dislipidemia e o DMT2. 
Adicionalmente, a exposição a certos ácidos graxos tem mostrado ter um efeito 
adverso sobre a barreira epitelial in vitro, e por isso, o seu uso tem sido proposto como 
uma estratégia para aumentar a absorção intestinal e/ou nasal de drogas com 
reconhecida baixa biodisponibilidade 185–188. Portanto, o objetivo deste estudo foi 
avaliar o efeito da exposição de diferentes concentrações (dentro do intervalo de 
valores de referência plasmática dos mesmos) dos ácidos graxos, AP, AO e AL, sobre a 







MATERIAL E MÉTODOS 
1. Cultura celular 
 A linhagem celular Caco-2 foi cultivada em frascos estéreis (Nest Biotech Co. 
Ltd, China) em meio DMEM com alta glicose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), 
suplementado com 10% soro fetal bovino, 2% aminoácidos não essenciais, 1%              
L-glutamina e 60mg/L gentamicina (Cultilab, Campinas, São Paulo), a 37°C em 
atmosfera úmida com 5% CO2 (Incusafe Sanyo MCO-17A, Sanyo Electric Ltd., Japão). O 
meio de cultura foi trocado três vezes por semana e as células repicadas 
semanalmente. Para experimentação, as células foram cultivadas, na densidade de 
1,5x104 células/cm², em suportes com membrana semipermeável (insert), com 
diferentes diâmetros (12mm ou 30mm (Millicell)), tratados com colágeno extraído de 
caudas de ratos Wistar 154. Após atingirem confluência (aproximadamente 11 dias de 
cultivo), as monocamadas foram expostas, em ambas superfícies (apical e basal), a 
diferentes concentrações dos ácidos graxos palmítico, oleico e linoleico. 
  
2. Exposição aos ácidos graxos 
As monocamadas foram mantidas em meio DMEM até o momento do 
procedimento experimental. O meio de cultura das monocamadas foi substituído por 
tampão Krebs-bicarbonato (concentração em mM: NaCl 115, KCl 5, MgCl2 1, CaCl2 
1,24, NaHCO3 1, HEPES 15; pH=7,4) suplementado com 100mg/dL de glicose com a 
presença ou não de ácidos graxos em duas concentrações: 200µM/mL e 400µM/mL. A 
solução mãe do ácido palmítico (Sigma 76119) foi obtida a partir da diluição desse 
ácido graxo em dimetilsulfóxido (DMSO – Amresco) na concentração de 200µM/mL e 
mantido em freezer. Para exposição às monocamadas, a solução mãe foi diluída em 
tampão Krebs-bicarbonato a fim de obter as concentrações finais de 200µM/mL e 
400µM/mL. Já os ácidos graxos oleico (Sigma O3008) e linoleico (Sigma L9530) foram 
diluídos em Krebs, a partir da solução comercial (conjugados com albumina), para as 
concentrações 200µM/mL e 400µM/mL, e finalmente expostas às monocamadas por 
24 horas. As concentrações e tempo de exposição dos ácidos graxos que foram 




estão dentro das concentrações plasmáticas reportadas para indivíduos obesos e/ou                  
diabéticos 178,179,183. 
 
3. Medida da resistência elétrica transepitelial e fluxo paracelular 
A integridade da barreira epitelial in vitro foi realizada através da medida de 
resistência elétrica transepitelial (Rt) em monocamadas cultivadas em inserts com 
12mm de diâmetro, em diferentes períodos até 24h após exposição aos ácidos graxos. 
Para tal, foi utilizado voltímetro acoplado a um sistema de corrente constante com 
dois eletrodos Ag/AgCl (EVOM, World Precision Instruments, Hemel Hempstead,      
UK) 109. O valor da Rt de cada monocamada foi calculado em ohms (Ω) cm² e expresso 
como porcentagem em relação ao seu respectivo valor inicial (0h, antes da exposição 
aos ácidos graxos) seguindo as fórmulas abaixo:  
Cálculo Rt da monocamada (Ω∙cm²): 
(Rtinicial – Rtvazio) ∙ A 
Onde RTinicial representa a medida da Rt antes do início do experimento (0h), Rtvazio 
medida da Rt do insert sem célula, e, A representa a área do insert (cm²). 
 
 Cálculo final da Rt (porcentagem Ω∙cm²) 
(Rth / Rtinicial) ∙ 100 
Onde Rth representa a medida de Rt de cada horário avaliado ao longo de 24h (2h, 4h, 
6h, 8h e 24h) e Rtinicial o valor da Rt 0h (antes do início do experimento). 
 
Para a medida do fluxo transepitelial (Ft), foi empregado o marcador da via 
paracelular phenol red (357kDa – Sigma). Monocamadas cultivadas em inserts com 
30mm de diâmetro foram expostas às diferentes concentrações dos ácidos graxos, 
sendo o phenol red (100µM/mL) adicionado apenas na solução em contato com a 
região basal da monocamada celular. Após o período de incubação, foi coletado, em 




monocamada e a leitura da absorbância realizada em microplaca com comprimento de 
onda 492nm. Finalmente, para o cálculo do fluxo paracelular, a absorbância da solução 
apical foi expressa em porcentagem em relação à soma da absorbância da solução 
basal+apical (considerado como 100% da concentração de phenol red), segundo a 
fórmula abaixo: 
Ft=Absa x 100/(Absa+Absb) 
Onde Absa representa a absorbância da solução apical e Absb a absorbância da solução 
basal. 
 
4. Teste de viabilidade celular 
 A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de absorção do corante vermelho 
neutro 108. Células Caco-2 foram cultivadas em poços de microplaca 96 wells tratados 
com colágeno (densidade 7,5x104 células/poço); após atingirem confluência, as 
monocamadas foram expostas às diferentes concentrações dos diferentes ácidos 
graxos por 24h. Em seguida, as monocamadas foram incubadas com vermelho neutro 
(40µg/mL em solução Krebs-bicarbonato) por 3h a 37°C. Posteriormente, as células 
foram fixadas em solução paraformaldeído 4% + cloreto de cálcio 1% e o vermelho 
neutro solubilizado em solução etanol 50% + ácido acético glacial 1%. Finalmente, foi 
feita a leitura da absorbância em leitor de microplaca (PowerWave XS2) com 
comprimento de onda 570nm e a viabilidade celular foi expressa em porcentagem em 
relação à média da absorbância das monocamadas expostas à solução Krebs-
bicarbonato (grupo controle, considerado como 100% de viabilidade). 
 
5. Imunofluorescência para proteínas juncionais 
As monocamadas de Caco-2 foram fixadas e mantidas em metanol -20°C até o 
momento da reação de imunofluorescência. As monocamadas foram lavadas em PBS 
0,01M pH 7,4 (NaCl 136,9mM; KCl 2,7mM; Na2HPO4.12H2O 8,0mM; KH2PO4 1,5mM), 
incubadas em solução 3% de soro fetal bovino (SFB) em PBS por 30 minutos e 
incubadas com anticorpo primário diluído em PBS+3% SFB (Cld-1, ocludina e ZO-1; vide 




ambiente (TA) ou overnight. Após lavagem com PBS, os cortes foram incubados por 2h 
com anticorpo secundário específico conjugado com FITC diluido em PBS+3% SFB+DAPI 
(1:1000 Sigma - Ref. D9542) (Tabela VI). Em seguida, os cortes foram lavados em PBS, 
montados em Vectashield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) ou ProLong® 
Gold Antifade Mountant (Invitrogen P36930) e fotografados com auxílio de um 
microscópio de fluorescência (Leica DM5500 B). A análise do grau de fluorescência foi 
feita, utilizando-se o software ImageJ, em imagens digitalizadas obtidas de 5 áreas 
aleatórias de cada monocamada analisada. Através da ferramenta de "multi-pontos", 
foram selecionados aleatoriamente 60 pontos por imagem, os quais foram 
posicionados exclusivamente na região de contato intercelular. Os valores de grau de 
fluorescência, representando o conteúdo juncional de determinada proteína da JO, 
foram expressos como unidade arbitrária de fluorescência.  
 
Tabela VI. Diluições anticorpos para imunofluorescência 
Proteína Fabricante/ Ref. IHC diluição 
Primário   
Rabbit anti-ZO-1 Invitrogen (61-7300) 1:50 
Rabbit anti-Claudin-1 Abcam (ab15098) 1:30 
Rabbit anit-Ocludina Abcam (ab31721) 1:40 
Secundário   
Goat anti-Rabbit FITC Sigma (F0382) 1:75 
 
 
6. Western Blot para proteínas juncionais 
 Após o período de experimentação, as células Caco-2 foram raspadas dos 
suportes inserts com 30mm de diâmetro e homogeneizadas em sonicador com 
coquetel anti-protease (composição: 10 mM imidazol pH 7,4; 4 mM EDTA; 1 mM EGTA; 
200 µM DTT; 0,5 µg/mL pepstatina; 200 KIU/mL aprotinina; 200 µM 
fenilmetilsufonilfluoreto; 2,5 µg/mL leupeptina e 30 µg/mL inibidor de tripsina). A 
quantificação de proteínas totais nos homogeneizados foi avaliada através do método 
de Bradford utilizando o reagente da Bio-Rad (Hercules, CA - USA). Uma quantidade de 




tampão amostra Laemmli e, posteriormente, aplicada em gel de 6,5% (para detecção 
de ZO-1) e 12% (para detecção de Cld-1 e ocludina) de acrilamida. Em seguida, as 
proteínas foram separadas através de eletroforese e transferidas para uma membrana 
de nitrocellulose (Bio-Rad). A membrana foi corada com solução Ponceau S (Sigma) 
para confirmação da transferência uniforme das proteínas para a mesma. Para 
detecção das proteínas da JO, as membranas foram bloqueadas overnight a 4°C com 
TTBS (Tampão Tris-salina 0,05M + 0,1% Tween 20) contendo 5% leite em pó desnatado 
e, em seguida, incubadas à TA por 2h com anticorpo primário (Tabela VII) diluído em 
TTBS + 3% leite em pó desnatado. Após lavagens com TTBS, as membranas foram 
incubadas com o anticorpo secundário específico conjugado com HRP (Tabela VII) por 
2h à TA e diluído em TTBS + 1% de leite em pó desnatado. A detecção do complexo 
antígeno-anticorpo foi feita utilizando-se o kit de quimioluminescência SuperSignal 
(Thermo Fisher Scientific - USA) e as imagens obtidas através de fotodocumentador 
(Syngene - UK). Em seguida, as bandas foram quantificadas por densitometria óptica 
(ImageJ) e as membranas re-incubadas com anti-beta-actina, utilizada como controle 
interno da reação. Finalmente, o valor da densitometria foi expresso como a razão 
entre a densidade óptica da banda correspondente à proteína juncional e a da beta-
actina. 
 
Tabela VII. Diluições anticorpos para Western Blot 
Proteína Fabricante/Ref. Western Blotting diluição 
Primário   
Rabbit anti-ZO-1 Invitrogen (61-7300) 1:600 
Rabbit anti-Claudina-1 Abcam (ab15098) 1:300 
Rabbit anti-Ocludina Abcam (ab31721) 1:500 
Rabbit anti-B-actina Cell Signaling (4970S) 1:500 - 1:700 
Secundário   
Goat anti-Rabbit HRP Sigma (A4914) 1:500 - 1:1000 
 
7 Análise estatística 
 A análise estatística foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software, La Jolla, Ca, USA). Os resultados foram expressos como média ± 




experimentais foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido do pós-teste de 
Bonferroni. O nível de significância adotado foi de p<0,05. 
 
RESULTADOS 
 A análise da resistência transepitelial (Rt) das monocamadas de células Caco-2 
não mostrou alteração significativa desse parâmetro quando expostas às 
concentrações de 200µM e 400µM de ácido palmítico (AP) em relação às medidas 
obtidas do grupo controle durante 24h (Fig. 4.1a). A permeabilidade paracelular, 
medida pelo fluxo transepitelial (Ft) com o marcador phenol red, também não 
apresentou alteração significativa após tratamento com AP quando comparada com as 
monocamadas celulares do grupo controle (Fig. 4.1b). O ensaio da viabilidade celular, 
através da absorção do corante vermelho neutro, mostrou que as diferentes 
concentrações de ácido palmítico não induziram efeito citotóxico às monocamadas de 
Caco-2 (Fig. 4.1c). 
 Para a avaliação da estrutura da junção de oclusão foi empregada a técnica de 
imunofluorescência para diferentes proteínas juncionais. A análise do grau de 
fluorescência da região de contato intercelular em monocamadas expostas ao ácido 
palmítico mostrou aumento significativo de Cld-1, quando submetidas a 400µM desse 
ácido graxo (Fig. 4.2d; P<0,0001), além disso, a marcação dessa proteína apresentou-se 
mais difusa no citoplasma em relação ao controle e ao grupo 200µM (Fig. 4.2a e b, 
respectivamente). Em relação à proteína ocludina, não foi observada alteração 
significativa entre os grupos estudados (Fig. 4.2i). Entretanto, monocamadas expostas 
à concentração 400µM mostraram um aumento significativo do conteúdo juncional de 
ZO-1 (P<0,0001; Fig. 4.2n) em relação ao grupo controle. A análise do conteúdo celular 
total das proteínas Cld-1, ocludina e ZO-1, por immunoblotting, não mostrou alteração 
após exposição às diferentes concentrações de ácido palmítico entre os grupos 
experimentais (Fig. 4.2e, j e o). 
 De forma similar ao ácido palmítico, as concentrações de 200µM e 400µM de 
ácido oleico (AO) não induziram alterações sinificativas de Rt e nem no fluxo 




avaliação por 24h entre os grupos estudados (Fig. 4.3a, b). Além disso, o ensaio da 
viabilidade celular também indicou que esse ácido graxo não induz efeito citotóxico à 
célula Caco-2 nas concentrações testadas (Fig 4.3c). 
 A análise do conteúdo juncional da proteína Cld-1, por imunofluorescência, 
após exposição ao AO, não mostrou alteração dessa proteína entre os grupos avaliados 
(Fig. 4.4d). Entretanto, ambas as concentrações de 200µM e 400µM desse ácido graxo 
induziram diminuição significativa do conteúdo juncional de ocludina em relação ao 
controle (Fig. 4.3i; P<0,0001), sendo essa diminuição ainda maior em monocamadas 
submetidas a 400µM (P<0,0001 em comparação ao 200µM). Em relação à ZO-1, AO, na 
concentração de 200µM, induziu um pequeno aumento, porém significativo, dessa 
proteína na região de contato celular (P<0,0001) em relação ao grupo controle, 
enquanto que a concentração 400µM levou a uma diminuição de ZO-1 em comparação 
aos grupos controle e 200µM (Fig. 4.4n, P<0,0001). A avaliação do conteúdo celular 
total das proteínas juncionais por WB não revelou diferenças de Cld-1 e ocludina em 
monocamadas expostas às ambas concentrações de ácido oleico testadas (Fig. 4.4e; j), 
entretanto, foi observada uma diminuição significativa de ZO-1 em monocamadas 
submetidas a 400µM desse ácido graxo (P<0,05; Fig. 4.4o). 
  De forma semelhante aos outros ácidos graxos empregados neste estudo, o 
ácido linoleico (AL) nas concentrações de 200µM e 400µM não induziu alteração na 
medida de Rt e permeabilidade paracelular em monocamadas de células Caco-2      
(Fig. 4.5a,b). Já o teste de viabilidade celular com vermelho neutro mostrou que o 
ácido linoleico induz uma pequena diminuição na viabilidade das células na 
concentração 400µM em relação a 200µM e ao grupo controle (P<0,0001; Fig. 4.5c). 
 No que diz respeito à distribuição celular das proteínas juncionais, foi 
observado aumento significativo do conteúdo juncional de Cld-1 (P<0,0001; Fig. 4.6d) e 
de ZO-1 (Fig. 4.6n) em monocamadas expostas ao AL nas concentrações 200µM e 
400µM. Além disso, também foi observado aumento significativo do conteúdo 
juncional de ocludina em monocamadas submetidas a 400µM de AL (P<0,0001;         
Fig. 4.6i). Entretanto, a medida do conteúdo celular total de Cld-1, ocludina e ZO-1 por 








 O foco desta parte do estudo foi verificar se um dos componentes do ambiente 
luminal intestinal, cuja concentração pode ser potencialmente modificada pela 
ingestão da dieta hiperlipídica, poderia estar envolvido nas modificações da barreira 
epitelial mediadas pelas junções de oclusão observadas no estudo in vivo (capítulo 2) e 
in vitro (capítulo 3) dessa Tese. Os ácidos graxos (AG) representam um desses 
componentes que estão em concentração aumentada em decorrência da exposição à 
DH; foi evidenciado o aumento de triglicerídeos circulantes nos animais alimentados 
com a DH a partir de 30d, e o próprio aumento na concentração de lipídeos no lúmem 
intestinal poderia exercer ação deletéria nas linhagens empregadas no estudo do 
conteúdo luminal in vitro. Entre os diversos AG, o ácido palmítico (um AG saturado), 
oleico (monoinsaturado) e linoleico (poliinsaturado) são os mais abundantemente 
encontrados na circulação sistêmica, cuja concentração plasmática está 
significantemente aumentada em indivíduos obesos e diabéticos 178,179,181–183 e 
presentes na banha de porco e/ou óleo vegetal utilizados como fontes de lipídeos na 
DH 177. Por essa razão, esses foram os ácidos graxos selecionados para análise dos 
efeitos de lipídeos sobre as proteínas de junção de oclusão em células Caco-2.  
 Como consequência do comprometimento da sensibilidade à sinalização da 
insulina, o tecido adiposo em indivíduos obesos e/ou resistentes a esse hormônio tem 
aumento da secreção de ácidos graxos livres, levando ao aumento dos níveis 
plasmáticos dos mesmos e de outros lipídeos 175. O acúmulo de lipídeos em tecidos 
como o fígado, músculo e ilhotas pancreáticas pode promover disfunções metabólicas 
intracelulares que resultam em morte celular. Esse fenômeno, denominado 
lipotoxicidade, ocorre quando a concentração de ácidos graxos intracelulares excede a 
capacidade de oxidação dessas moléculas pela mitocôndria. Assim são gerados 
compostos lipídicos com efeitos tóxicos, como o diacilglicerol e a ceramida que atuam 




através de fosforilação em resíduos de serina do IRS-1 191. Além disso, o excesso de AG 
perturba a homeostase do retículo endoplasmático, comprometendo a síntese 
proteica, ativando vias pró-inflamatórias e induzindo apoptose 192. Portanto, os AG 
livres são potencialmente agentes citotóxicos. Entretanto, nas concentrações utilizadas 
aqui, os ácidos palmítico e oleico não afetaram a viabilidade celular em Caco-2; no 
caso do ácido linoleico, somente a concentração mais alta (400 M) mostrou efeito 
citotóxico nessa linhagem celular. 
 Quanto à integridade estrutural da JO, a linhagem Caco-2 apresentou 
modificações sutis, embora estatisticamente significantes, na distribuição celular de 
proteínas da JO em resposta aos diferentes ácidos graxos. No geral, os ácidos palmítico 
(AP) e linoleico (AL) parecem ter um efeito de reforço da estrutura da JO visto que 
induziram um aumento do conteúdo intercelular de Cld-1, ocludina (somente no caso 
do tratamento com AL) e ZO-1. O tratamento com ácido oleico (AO), por sua vez, teve 
um efeito diverso e dose-dependente, induzindo uma diminuição no conteúdo 
juncional de ocludina em ambas as concentrações testadas e, quanto à ZO-1, na 
concentração de 200M, o AO levou a um ligeiro aumento na quantidade dessa 
proteína na região intercelular enquanto que na concentração de 400M, o efeito foi o 
inverso. 
Tais modificações na localização das proteínas da JO induzidas pela exposição 
aos AG, no geral, não foram acompanhadas de alterações no conteúdo celular total 
para essas proteínas, avaliado por Western Blot, exceto no caso do tratamento com AO 
na concentração de 400 M que resultou em diminuição significativa de ZO-1. Isto 
sugere que eventos de aumento ou redução da expressão proteica dessas proteínas 
não foram desencadeados com o tratamento agudo com esses AG. Desta forma, os 
efeitos desses agentes sobre a JO, observados no presente trabalho, provavelmente 
representem alterações rápidas e reversíveis da função de barreira, envolvendo, 
portanto eventos de internalização de proteínas, bem como alterações na dinâmica e 
interações entre estas na junção 79,117,130,138,139.  
 As alterações estruturais da JO observada com o tratamento dos AG não foram 
associadas a modificações significativas na RT e nem no fluxo paracelular ao Phenol 




epitelial. A falta de correspondência entre as alterações estruturais da JO (como 
avaliadas por imunocitoquímica para proteínas juncionais) e as propriedade funcionais 
da barreira epitelial (como medidas pela RT e fluxo paracelular de marcadores) tem 
sido também descrita em algumas condições experimentais 134,188, incluindo exposição 
a AG 193. Reforçando essa ideia, Beguin et al 193 observaram que a exposição crônica 
por 7 dias ao AL na concentração de 30M diminuiu a intensidade de marcação da 
ocludina sem alterar RT, mostrando que esse ácido graxo pode induzir alteração da 
composição da JO sem alterar a função da barreira em Caco-2. Uma possível 
explicação para essa discrepância é que os parâmetros utilizados para avaliação 
funcional da barreira epitelial (RT e fluxo transepitelial) não são sensíveis o suficiente 
para detectar alterações pontuais e sutis na estrutura molecular da JO como as 
observadas nesses estudos 49,62,70,78,130. 
 Trabalhos investigando os efeitos de ácidos graxos sobre a integridade da 
barreira epitelial em Caco-2 apresentam resultados controversos. Corroborando 
nossos dados, Usami et al 194 mostraram que a incubação de AO e AL na concentração 
de 200M por 24h não alterou a permeabilidade paracelular nem RT. No entanto, 
Sawai et al 159 observaram que a exposição a 2mM de AL por 2h não altera RT, porém 
AO e AP, nas mesmas condições de concentração e tempo de exposição, induzem 
diminuição significativa desse parâmetro eletrofisiológico. Ainda, foi observado que a 
incubação por 90 minutos com 15mM de AO diminui RT associado com aumento no 
fluxo transepitelial, enquanto 30mM tem efeito citotóxico em monocamadas de   
Caco-2 187. Embora as proteínas da JO não tenham sido avaliadas nesses trabalhos 
citados, coletivamente sugerem que os ácidos graxos podem apresentar efeito dose 
e/ou tempo dependente sobre a função de barreira em Caco-2, pois a medida que a 
concentração dos ácidos foi aumentando, maiores foram os efeitos sobre a barreira 
epitelial.  
 O uso de agentes capazes de modular a JO tem sido postulado como uma 
possível estratégia a ser adotada para aumentar a absorção intestinal e, como 
consequência, a biodisponibilidade de drogas hidrofílicas. Dentre esses agentes, temos 
certos AGs, juntamente com quelantes de cálcio, surfactantes, polímeros catiônicos 




drogas quando empregados em altas concentrações (no caso dos AGs na ordem de 
mM) 186. Investigando os ácidos graxos como potencializadores de permeabilidade 
epitelial, foi observado um aumento da absorção de levotiroxina (hormônio sintético 
utilizado no tratamento de hipotireoidismo) pela monocamada de MDCK-II na 
presença dos ácidos graxos láurico e oleico, na razão 1:1 e 1:2 molar droga/ácido graxo 
respectivamente, sem comprometer a viabilidade celular. Além disso, o marcador da 
via paracelular lucifer yellow reproduziu o aumento observado para levotiroxina, 
indicando que a maior permeabilidade se deu pela via paracelular 185. Em Caco-2, a 
exposição às concentrações de 5mM, 15mM e 30mM dos ácidos graxos oleico e 
docosa-hexaenoico (DHA) induziu diminuição de RT, aumento de fluxo paracelular de 
manitol e apresentou efeito citotóxico na concentração 30mM de AO e em todas 
concentrações testadas de DHA em comparação ao controle 187. O caprato de sódio 
(10 mM), um ácido graxo saturado similar ao ácido palmítico, induziu aumento da 
permeabilidade paracelular em uma linhagem celular intestinal humana (HT-29/B6) 
associado com a remoção reversível de tricelulina, uma proteína juncional da JO 188. 
Tais estudos, evidenciando a ação deletéria de ácidos graxos sob a barreira epitelial in 
vitro, contrastam com os nossos resultados; possivelmente a diminuição na função de 
barreira reportada nesses estudos reside no fato que foram empregadas 
concentrações muito altas (farmacológicas) desses agentes (pelo menos 12x 187 maior) 
em relação aos nossos experimentos, onde foram usadas concentrações dentro do 
intervalo fisiológico e fisiopatológico (50-750M 195). 
 Em conclusão, a exposição a concentrações fisiológicas dos principais ácidos 
graxos presentes na dieta hiperlipídica (ácido linoleico, oleico e palmítico) induziu 
pequenas alterações estruturais na JO em linhagem Caco-2, que no caso do AP e AL 
foram indicativas de reforço da JO, mas sem repercussão funcional detectável na 
barreira epitelial. Desta forma, esses ácidos graxos não parecem ser (pelo menos 
isoladamente) responsáveis pelas alterações deletérias significativas da barreira 
epitelial observadas in vitro após exposição ao conteúdo luminal do intestino de 






Figuras 4.1 – A exposição por 24h ao ácido palmítico (nas concentrações de 200µM (AP200) e 
400µM (AP400)) não alterou a função de barreira epitellial e viabilidade em monocamadas 
de Caco-2. 
Os valores de resistência elétrica transepitelial (Rt) (a) foram expressos em porcentagem da 
média ± SEM em relação ao valor inicial (0h, antes da exposição ao ácido graxo) em 11 
monocamadas de 3 experimentos independentes (Two-way ANOVA; pós teste de Bonferroni). 
O fluxo transepitelial (Ft) de phenol red (b) foi expresso como porcentagem de absorbância do 
meio apical contendo esse marcador em relação à soma da absorbância da solução 
apical+basal (100% da concentração de phenol red) em 11-12 monocamadas de 3 
experimentos independentes (One-way ANOVA; pós teste de Bonferroni). A absorbância (Abs) 
do vermelho neutro empregado no teste de viabilidade (c), foi expressa em porcentagem em 
relação ao valor médio de Abs do grupo controle (Ctrl) (100%, n=24 monocamadas/grupo) 









Figura 4.2 – Conteúdo juncional e total de proteínas da junção de oclusão (JO) em 
monocamadas de Caco-2 expostas às concentrações de 200µM (AP200) e 400µM (AP400) de 
ácido palmítico por 24h. 
Imagens a-c; f-g; k-m mostram a marcação juncional de proteínas da JO evidenciada por 
imunofluorescência indireta para claudina-1, ocludina e ZO-1 (em verde FITC; ou marcação do 
núcleo por DAPI – azul) em monocamadas de Caco-2 após tratamento com ácido palmítico 
(AP200, AP400). A análise do grau de fluorescência juncional mostrou aumento significativo do 
conteúdo de claudina-1 e ZO-1 na região de contato intercelular no grupo exposto a 400µM de 
ácido palmítico em relação ao controle (Ctrl) (d; n). Entretanto, não foi observada alteração 
juncional de ocludina entre os grupos estudados (i) (n= 3-4 monocamadas/grupo de 3-4 
experimentos independentes). A análise por immunoblotting não mostrou alteração 
significativa no conteúdo celular total dessas proteínas da JO entre os grupos estudados (e; j; 
o) (n=9-10 monocamadas/grupo). Barra 50µm. ***P<0,0001 em relação ao Ctrl (One-way 






Figuras 4.3 – A exposição por 24h ao ácido oleico (nas concentrações de 200µM (AO200) e 
400µM (AO400)) não altera a função de barreira epitellial e viabilidade em monocamadas de 
Caco-2. 
Os valores de resistência elétrica transepitelial (Rt) (a) foram expressos em porcentagem da 
média ± SEM em relação ao valor inicial (0h, antes da exposição ao ácido graxo) em 13-14 
monocamadas de 5 experimentos independentes (Two-way ANOVA; pós teste de Bonferroni). 
O fluxo transepitelial (Ft) de phenol red (b) foi expresso como porcentagem de absorbância do 
meio apical contendo esse marcador em relação à soma da absorbância da solução 
apical+basal (100% da concentração de phenol red) em 9 monocamadas de 2 experimentos 
independentes (One-way ANOVA; pós teste de Bonferroni). A absorbância (Abs) do vermelho 
neutro, empregado no teste de viabilidade (c), foi expressa em porcentagem em relação ao 
valor médio de Abs do grupo Ctrl (100%, n=24 monocamadas/grupo) (One-way ANOVA; pós 









Figura 4.4 – Conteúdo juncional e total de proteínas da junção de oclusão (JO) em 
monocamadas de Caco-2 expostas às concentrações de 200µM (AO200) e 400µM (AO400) de 
ácido oleico (AO) por 24h. 
Imagens a-c; f-g; k-m mostram a marcação juncional de proteínas da JO evidenciada por 
imunofluorescência indireta para claudina-1, ocludina e ZO-1 (em verde FITC; ou marcação do 
núcleo por DAPI – azul) em monocamadas de Caco-2 após tratamento com ácido oleico. A 
exposição ao ácido oleico em ambas concentrações (AO200 e AO400) não alterou o conteúdo 
juncional de claudina-1 mas resultou em diminuição significativa do conteúdo juncional de 
ocludina (i) em relação às monocamadas controle (Ctrl). Ainda, esse ácido graxo induziu um 
pequeno aumento do conteúdo juncional de ZO-1 na concentração de 200M e diminuição 
significativa dessa proteína juncional na concentração de 400µM (n) (i; n) em relação ao grupo 
controle (n=5-6 monocamadas/ grupo de 3-5 experimentos independentes). A análise por 
immunoblotting mostrou apenas diminuição significativa do conteúdo total de ZO-1 de células 
expostas a 400µM de ácido oleico (o) (n=4-10 monocamadas/grupo). Barra 50µm. *P<0,05 
***P<0,0001 em relação ao Ctrl; ###P<0,0001 em relação ao grupo AO200µM (One-way 








Figuras 4.5 – Efeito da exposição (24h) ao ácido linoleico (nas concentrações de 200µM 
(AL200) e 400µM (AL400)) sobre a função de barreira epitellial e viabilidade em 
monocamadas de Caco-2.  
A medida de resistência elétrica transepitelial (Rt) não mostrou alteração nas monocamadas 
tratadas com diferentes concentrações de ácido linoleico (200µM e 400µM) por 24h em 
relação ao grupo controle (Ctrl) (a). Os valores de Rt foram expressos em porcentagem da 
média ± SEM em relação ao valor inicial (0h, antes da exposição ao ácido graxo) em 12 
monocamadas de 4 experimentos independentes (Two-way ANOVA; pós teste de Bonferroni). 
A análise do fluxo transepitelial (Ft) com o marcador da via paracelular, phenol red, não 
mostrou alteração significativa nesse parâmetro entre os grupos estudados (b). O Ft de phenol 
red foi expresso como porcentagem de absorbância do meio apical contendo esse marcador 
em relação à soma da absorbância da solução apical+basal (100% da concentração de phenol 
red) em 9 monocamadas de 3 experimentos independentes (One-way ANOVA; pós teste de 
Bonferroni). O teste de viabilidade celular mostrou que a concentração de 400µM de ácido 
linoleico induz um pequeno efeito citotóxico (82% viabilidade) às monocamadas de Caco-2 (c). 
A absorbância (Abs) do vermelho neutro empregado no teste de viabilidade foi expressa em 
porcentagem em relação ao valor médio de Abs do grupo Ctrl (100%, n=24 








Figura 4.6 – Conteúdo juncional e total de proteínas da junção de oclusão (JO) em 
monocamadas de Caco-2 expostas às concentrações de 200µM (AL200) e 400µM (AL400) de 
ácido linoleico por 24h. 
Imagens a-c; f-g; k-m mostram a marcação juncional de proteínas da JO evidenciada por 
imunofluorescência indireta para claudina-1, ocludina e ZO-1 (em verde FITC; ou marcação do 
núcleo por DAPI – azul) em monocamadas de Caco-2 após tratamento com ácido linoleico. A 
análise do grau de fluorescência juncional mostrou aumento significativo de claudina-1 e ZO-1 
na região de contato intercelular no grupo exposto a 200µM e 400µM desse ácido graxo em 
relação ao controle (Ctrl) (d; n) (n= 4-5 monocamadas/grupo de 2-5 experimentos 
independentes). A análise por immunoblotting não mostrou alteração significativa no 
conteúdo toal das proteínas da JO entre os grupos estudados (e; j; o) (n=7-9 
monocamadas/grupo). Barra 50µm. ***P<0,0001 em relação ao Ctrl; ###P<0,0001 em relação 

















1 – Resultados principais 
 
1. A ingestão de uma dieta hiperlipídica durante apenas 30d induziu alterações 
metabólicas em camundongos C57BL/6, que evoluíram para o estado de pré-
diabetes após 60d de tratamento; 
2. A análise da barreira epitelial intestinal mediada pelas junções de oclusão (JO) 
não mostrou alterações significativas na estrutura dessa junção, avaliada por 
meio de imunofluorescência e Western Blot para as proteínas juncionais, em 
animais alimentados por 15d ou 30d com a referida dieta. Entretanto, após o 
estabelecimento do pré-diabetes aos 60 dias, foram observadas alterações 
estruturais da barreira epitelial intestinal, porém essas alterações foram sutis e 
não repercutiram funcionalmente na função da barreira epitelial, 
particularmente a moléculas de alto peso molecular (como o dextran-FITC), 
nesse estágio inicial do diabetes tipo 2; 
3. Tais alterações estruturais da JO no epitélio intestinal, observadas nos 
camundongos pré-diabéticos, envolveram principalmente redistribuição celular 
de proteínas juncionais com diminuição significativa no seu conteúdo juncional, 
com nenhuma ou pequenas modificações na expressão celular total das 
mesmas;  
4. A alteração do ambiente luminal e, consequente modificação do seu 
conteúdo/composição, em animais com pré-diabetes experimental induzido 
por dieta hiperlipídica, apresentou um efeito deletério sobre a barreira epitelial 
mediada pela junção de oclusão em monocamadas celulares das linhagens  
Caco-2 e MDCK; 
5. O conteúdo luminal do intestino delgado induziu alterações mais severas na 
estrutura e função de barreira paracelular das linhagens Caco-2 e MDCK, 
quando comparado ao conteúdo luminal isolado do intestino grosso; 
6. A linhagem MDCK mostrou maior sensibilidade à exposição do conteúdo 
luminal intestinal de animais saudáveis ou pré-diabéticos em relação à 
linhagem celular Caco-2, provavelmente por sua origem renal em contraste 
com a origem intestinal desta última. 
7. A exposição aos principais ácidos graxos presentes na dieta hiperlipídica (ácido 
palmítico, oleico e linoleico) induziu pequenas alterações estruturais na JO em 
linhagem Caco-2, sem repercussão funcional na barreira epitelial. Desta forma, 




pelas alterações significativas da barreira epitelial observadas in vitro após 




2 – Conclusão 
 
 A barreira epitelial intestinal mediada pelas junções de oclusão não parece 
desempenhar um papel causal/etiológico importante no DMT2, uma vez que foram 
observadas alterações estruturais sutis das junções de oclusão apenas após o 
estabelecimento do estado metabólico característico do pré-diabetes tipo 2, porém 
sem repercussão funcional significativa da barreira. No entanto, é possível que o 
comprometimento da barreira nesse estágio inicial do DMT2 possa contribuir para o 
agravamento do estado de resistência periférica à insulina em estágios mais avançados 
do diabetes. Ainda, os dados in vitro da exposição ao conteúdo luminal dos animais 
pré-diabéticos revelam que a ruptura da barreira epitelial paracelular pode ser 
resultado da modificação do ambiente luminal intestinal induzida pela ingestão de 
dieta hiperlipídica. Entretanto, dentre os componentes alterados do lúmem intestinal, 
os ácidos graxos não parecem ser (pelo menos isoladamente) responsáveis pelo 
comprometimento da barreira epitelial observadas in vitro após exposição ao 
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